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c mol·L-1 Konzentration 
D cm-2 Diffusionskoeffizient 
d cm Schichtdicke 
ε cm2⋅mmol-1 Absorptionskoeffizient 
E V, mV Potential 
E0 V, mV Standardpotential 
F C·mol-1 Faradaykonstante = 96485 C·mol-1 
I A Strom 
L S Leitfähigkeit 
µ m2·s−1 Viskosität 
m g Masse 
M g·mol-1 molare Masse 
n mol Stoffmenge 
pi - Kreiszahl = 3,14159… 
Q C Ladung 
R J·mol-1·K-1 allgemeine Gaskonstante = 8,314472 J·mol-1·K-1 
σ - Volumenkonzentration 
t h, min Zeit 
T °C Temperatur 
t1/2 d, h, min, s Halbwertszeit 
U V, mV Spannung 
U µmol·min-1 Enzymaktivität 
υ 
 Volumenanteil 
v V·s-1 oder 
mol·min-1 
Geschwindigkeit, z.B. Vorschubgeschwindigkeit oder 
Reaktionsgeschwindigkeit 
V L Volumen 
z - Elektronenzahl 
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1 Einleitung 
1.1 Biokatalyse in unkonventionellen Reaktionsmedien 
Biokatalytische Prozesse spielen bei der Herstellung verschiedenster 
Feinchemikalien, Nahrungsmittelergänzungsstoffen, Naturstoffen und Pharmazeutika 
eine besondere Rolle. Im Vergleich zu rein chemischen Prozessen können so oft 
bessere Regio-, Stereo- oder Enantioselektivitäten erzielt werden. Da Bio-
katalysatoren unter milden Reaktionsbedingungen arbeiten, sind sie außerdem unter 
umwelt- und sicherheitstechnischen Gesichtspunkten interessant.  
 
Aufgrund der schlechten Löslichkeit der meisten organischen Verbindungen in 
Wasser – dem traditionell für biokatalystische Reaktionen eingesetzten 
Reaktionsmedium – schien das Einsatzpotential der Biokatalyse zunächst auf 
wasserlösliche Verbindungen begrenzt. Die Erkenntnis, dass Biokatalysatoren jedoch 
auch bei nahezu vollständiger Abwesenheit von Wasser aktiv sein können, 
revolutionierte die Biokatalyse.  
 
Für industrielle Prozesse ist der Einsatz unkonventioneller Reaktionsmedien 
interessant, weil die meist problematische Abtrennung von Wasser vermieden 
werden kann. Die Abtrennung erfordert einen sehr hohen Energieaufwand und trägt 
so zu einer Steigerung der Prozesskosten bei. Darüber hinaus ist es oftmals 
schwieriger die biokatalytische Reaktion in einen Gesamtprozess einzubauen, wenn 
in wässrigen Medien gearbeitet wird, da diese häufig schlechter mit den vorherigen 
bzw. nachfolgenden Reaktionsschritten kompatibel sind.  
 
Ein weiterer Aspekt für die Substitution von Wasser als Reaktionsmedium ist die 
damit verbundene Veränderung des Einsatzpotentials vieler hydrolytischer Enzyme. 
In Gegenwart von Wasser katalysieren Lipasen, Esterasen und Proteasen z.B. die 
hydrolytische Spaltung von Estern zu den korrespondierenden Alkoholen und 
Säuren. Unter Ausschluss von Wasser akzeptieren diese Enzyme alternative 
Cosubstrate wie Alkohole, Thiole oder Amine und sind dann in der Lage klassische 
Umesterungen, Thiolumesterungen oder Aminolysen zu katalysieren. Allgemeine 
Reaktionsschemata dieser Reaktionen sind in Abbildung 1-1 dargestellt.   
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A) Umesterung
B) Thiolumesterung
C) Aminolyse
RX + R'NH2 R-NH-R' + HX
R'OH
RO
O
R''OH
RO
O
+ +
R'' R'
R'SH
RS
O
R''SH
RS
O
+ +
R'' R'
 
Zunächst wurde hauptsächlich der Einfluss unterschiedlicher organischer 
Lösungsmittel untersucht, da diese auch die bedeutendsten Reaktionsmedien für die 
klassische chemische Katalyse darstellen und darüber hinaus für nahezu jede 
chemische Verbindung ein geeignetes Lösungsmittel gefunden werden kann. 
 
Während eine Vielzahl von Enzymen in Mischungen aus wässrigen und organischen 
Lösungsmittel denaturieren, sind sie in rein organischen Lösungsmitteln meist 
stabil.[1] Dieses Phänomen wird durch die fehlende Beweglichkeit der Proteine in 
organischen Lösungsmitteln erklärt. Enzyme besitzen demnach immer ein gewisses 
Potential zu denaturieren, in wässrigen Lösungen geht dies jedoch leichter als in rein 
organischen Lösungen, da Wasser wie eine Art Schmierstoff wirkt, ohne den die 
Proteinstruktur relativ steif ist.[2] 
 
In Bezug auf die Stabilität von Biokatalysatoren in organischen Medien ist zusätzlich 
die gesteigerte Thermostabilität zu nennen, die durch die eingeschränkte 
Beweglichkeit der Proteine, fehlenden kovalente Bindungsreaktionen, aber auch 
durch die Unterdrückung von Proteasereaktionen hervorgerufen wird.[2] 
 
In wässrigen Lösungsmitteln wird die Enzymaktivität wesentlich durch den pH-Wert 
des Mediums beeinflusst, bei rein organischen Lösungsmitteln spielt dieser jedoch 
keine Rolle. Eine Erklärung hierfür liefert der so genannte „pH-Memory-Effekt“: 
Lyophilisiert  man die wässrige Lösung eines Enzyms, so bleiben die ionogenen 
Gruppen des Enzyms in dem durch das wässrige Medium hervorgerufenen 
Ionisierungszustand.[1, 3, 4] Demnach kann die Enzymaktivität in organischen 
Lösungsmitteln durch das Lyophilisieren einer Enzymlösung mit einer für die  
gewünschte Synthese optimalen Pufferlösung und geeignetem pH-Wert positiv 
beeinflusst werden.  
Abbildung  1-1: Mögliche Reaktionen hydrolytischer Enzyme unter Ausschluss 
von Wasser 
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Neben den organischen Lösungsmitteln gewinnt auch der Einsatz von 
Biokatalysatoren in Gasphasenreaktionen oder überkritischen Fluiden immer mehr 
an Bedeutung.  
 
Die Hauptvoraussetzung für eine enzymkatalysierte Reaktion in der Gasphase ist 
eine gewisse Flüchtigkeit des Substrates, da bei diesen Reaktionen das Edukt mit 
Hilfe eines inerten Trägergas, das geringfügige Spuren von Wasser enthält, über ein 
getrocknetes Enzympräparat geleitet wird. Vorteile der Methode sind eine relativ 
einfache Produktabtrennung durch Kondensieren und eine drastische Steigerung der 
Enzymstabilität. Darüber hinaus sind diese Reaktionen in der Regel nicht 
Massentransport limitiert und das Biokatalysatorrecycling stark vereinfacht.[5-8] 
Jedoch ist ein größerer reaktionstechnischer Aufwand zur Realisierung der 
Synthesen nötig. 
 
Überkritische Fluide (scFs = supercritical fluids) sind Stoffe im überkritischen 
Zustand, d.h. oberhalb ihrer kritischen Temperatur und des kritischen Drucks (siehe 
Abbildung 1-2). Da die Eigenschaften von scFs zwischen denen eines Gases und 
einer Flüssigkeit liegen, spricht man vom so genannten vierten Aggregatszustand. 
Durch Variieren von Druck und Temperatur können die Lösungsmitteleigenschaften 
verändert werden.  Für biokatalytische Prozesse ist besonders überkritisches CO2 als 
Reaktionsmedium interessant, da CO2 schon bei einer Temperatur über ~ 31 °C und 
einem Druck über 7,38 MPa im überkritischen Zustand vorliegt. Darüber hinaus ist es 
nicht entflammbar und in großen Mengen verfügbar.[9] Die Viskosität von scFs ist 
vergleichbar mit der von Gasen, d.h. auch bei Reaktion in scFs spielen 
Massentransportlimitierungen eine untergeordnete Rolle.[10] Ferner kann die 
Aktivität[11] und die Selektivität[12] der Biokatalysatoren durch Änderungen der 
Temperatur oder des Drucks variiert werden. Außerdem sind einige Beispiele 
bekannte, bei denen die untersuchten Enzyme in scCO2 stabiler sind als in 
wässrigen Reaktionsmedien.[13] Allerdings ist auch für Synthesen in scFs ein 
verhältnismäßig großer reaktionstechnischer Aufwand nötig. 
scF
Temperatur
D
ru
ck fest flüssig
gasförmig
kritischer PunktD
ru
ck
 
Abbildung  1-2: Phasendiagramm einer beliebigen Substanz 
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Eine weitere Klasse alternativer Lösungsmittel für die Biokatalyse stellen ionische 
Flüssigkeiten (ILs = ionic liquids) dar,[14-16] denen im Rahmen dieser Arbeit ein 
besonderer Stellenwert zukommt. Sie sollen aus Gründen der Vollständigkeit an 
dieser Stelle nur kurz erwähnt werden, da in Kapitel 1.2 eine detaillierte Einführung in 
die Thematik erfolgt. 
 
Auch die Kombination zweier unkonventioneller Reaktionsmedien hat sich als viel 
versprechend erwiesen. Beispielsweise wurden verschiedene Lipase-katalysierte 
Reaktionen in ILs als Reaktionsmedien durchgeführt und die Produkte anschließend 
oder kontinuierlich während der Synthese  durch überkritisches CO2 extrahiert. Die 
Produktaufarbeitung mit Hilfe eines überkritischen Fluids stellt dabei eine 
umweltfreundliche Alternative zur Extraktion mit organischen Lösemitteln mit 
ausgeprägter Langzeitstabilität des Katalysators dar. Ferner kann bei der 
Aufarbeitung durch die gezielte Veränderung von Druck und Temperatur eine 
selektive Trennung von Produkten erreicht werden.[17, 18] 
 
 5
1.2 Ionische Flüssigkeiten 
Ionische Flüssigkeiten sind Salze, die bei Temperaturen unter 100 °C in flüssiger 
Form vorliegen. Sie bestehen aus organischen Kationen und anorganischen oder 
organischen Anionen. Eine Auswahl an möglichen Ionen zeigt Abbildung 1-3.  
N NR1
R2
R3
N
R1
R2
R3
R4
N
R1 R2
R1
S R2
R3
R1 N
R4
R3
R2
R1 P
R4
R3
R2
Imidazolium- Pyridinium-
Pyrrolidinium- Sulfonium-
Ammonium- Phosphonium-
PF6- BF4- SCN-
Cl- Br- I-
SNSF3C CF3
O
O
O
O
F3C
O-
O
Kationen Anionen
F3C S
O
O-
O
H3C S
O
O-
O
S
O
O-
O
R S
O
O-
O
H3C
 
Der Schmelzpunkt der Salze wird maßgeblich durch die Geometrie und Größe der 
involvierten Ionen beeinflusst: 
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
- -
+ +
+
+
+ +
+
-
-
-
-
-
-A) B)
+
+
+
+
+
 
Durch die meist größeren und unsymmetrischeren Ionen wird der Aufbau eines 
geordneten Salzgitters gestört (siehe Abbildung 1-4) und so eine reduzierte 
Schmelztemperatur erreicht.[19, 20] Zur Bestätigung dieser These ist in Tabelle 1-1 
exemplarisch der Einfluss der Anionengröße auf die Schmelztemperatur für Natrium- 
und [EMIM]+-Salze dargestellt. 
Abbildung  1-3: Kationen und Anionen ionischer Flüssigkeiten 
Abbildung  1-4: Schematische Darstellung der Gitterstruktur A) eines normalen 
Salzes (z.B. Natriumsulfat) B) einer ionischen Flüssigkeit (z.B. [BMIM] [MeSO4])  
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Schmelzpunkte / °C 
Anion X Radius / Å 
Na X [EMIM] X 
Cl- 1,7 801 87 
[BF4]- 2,2 384 6 
[PF6]- 2,4 > 200 60 
[AlCl4]- 2,8 185 7 
 
Aufgrund der mit ILs in Verbindung gebrachten Eigenschaften wie z. B. 
vernachlässigbarer Dampfdruck, Nichtentflammbarkeit, gute Löslichkeit 
verschiedenster Substanzen, definierte Mischbarkeit mit anderen Lösungsmitteln, 
thermische und chemische Stabilität und Rezyklierbarkeit gelten sie als eine wichtige 
Alternative zu organischen Lösungsmitteln.[19] Da die Eigenschaften der ILs durch 
Variation der jeweiligen Ionen eingestellt werden können, spricht man auch von so 
genannten „designer solvents“.  
 
Darüber hinaus weisen ILs interessante elektrochemische Eigenschaften auf. Sie 
besitzen relative hohe Leitfähigkeiten und breite elektrochemische Fenster (zum 
Vergleich: das elektrochemische Fenster von Wasser beträgt 1,23 V, während je 
nach IL elektrochemische Fenster bis zu 6 V möglich sind).[21] Außerdem sind sie 
verhältnismäßig stabil gegenüber chemischer Oxidation oder Reduktion. Aufgrund 
dieser Eigenschaften waren die ersten Anwendungsgebiete der ILs im Bereich 
Elektrochemie angesiedelt. Dabei wurden sie z.B. als Badflüssigkeiten zum 
Elektroplatinieren von Aluminium oder als Elektrolyte für Batterien verwendet.[19] Bei 
den zu diesen Zwecken eingesetzten ILs handelte es sich um 
Chloraluminatverbindungen, die oft unter dem Begriff „ILs der ersten Generation“ 
zusammengefasst werden. Trotz ihrer interessanten Eigenschaften war das 
Einsatzpotential dieser ILs vor allem durch Hydrolyseinstabilität eingeschränkt. Mit 
der Synthese Luft- und Wasser-stabiler ILs (die so genannte zweite Generation) 
konnte dieses Manko ausgeglichen werden.[22] Die Etablierung solcher ILs führte zu 
wachsendem Interesse an diesen Verbindungen und einer stetigen Zunahme des 
Forschungsaufwands in diesem Gebiet, was sich in einem deutlichen Anstieg der 
Publikationen widerspiegelt (siehe Abbildung 1-5).  
Tabelle  1-1: Einfluss der Aniongröße auf die Schmelzpunkte verschiedener 
Natrium- und [EMIM]+-Salze[19] 
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ILs spielen in der aktuellen Forschung eine große  Rolle, da ihre möglichen 
Einsatzbereiche sehr vielfältig sind.[23] Beispiele hierfür sind in Abbildung 1-6 
zusammengefasst: 
Ionische
Flüssigkeiten
Trennmittel und Additive
• Schmierstoffe und Hydraulikfluide
• Antistatik-Additive
Elektroelastische Werkstoffe
• Künstliche Muskeln
Trenntechnik
• Gastrennverfahren
Elektrolyte
• Brennstoffzellen
• Sensoren
• Batterien
• Galvanotechnik
• Superkondensatoren
• Farbstoffsolarzellen
Analytik
• Matrixmaterialien für  
MALDI-TOF-MS und 
Headspace GC
• Karl-Fischer-Titration
• Proteinkristallisation
• Elektrophorese
Flüssigkristalle
• Displays
Wärmetransport und 
–speicherung
• Thermofluide
• PCM-Medien (Latent-
wärmespeicher)
Synthese und Verfahrenstechnik
• Kraftstoffentschwefelung
• Extraktivdestillation
• Chemische Katalyse
• Bioverfahrenstechnik/Biokatalyse
 
 
Abbildung  1-5: Zuwachs der Publikationen zum Thema „ionische Flüssig-
keiten“ nach einer SciFinder-Erhebung 
Abbildung  1-6: Mögliche Einsatzbereiche ionischer Flüssigkeiten 
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Im Jahr 2000 wurde erstmals der Einsatz eines isolierten Enzyms in ionischen 
Flüssigkeiten beschrieben; im Rahmen dieser Arbeit wurde die Thermolysin-
katalysierte Umsetzung von L-Phenylalaninmethylester und  Carbobenzoxy-L-
aspartat zu Z-Aspartam in 1-Butyl-3-methylimidazolium Hexafluorophosphat 
[BMIM] [PF6] untersucht (Abbildung 1-7).[24] Dabei zeigte sich, dass das Enzym in der 
ionischen Flüssigkeit im Vergleich zu dem sonst verwendeten organischen Lösemittel 
(Ethylacetat) eine höhere Stabilität aufweist.  
O
H
N OH
O
OH
COOH
Carbobenzoxy-L-aspartat
L-Phenylalaninmethylester
OCH3H2N
O
H
OCH3N
H O
HHN
OH
COOH
Z-Aspartam
Thermolysin
+ O
O- H2O
 
Seit dieser Zeit hat die Zahl der Publikationen zum Thema „Biokatalyse in ionischen 
Flüssigkeiten“ stetig zugenommen. Gegenstand der Forschung sind zum größten Teil 
Lipasen, da diese dafür bekannt sind, unkonventionelle Reaktionsbedingungen in 
überdurchschnittlichem Maß zu tolerieren.[25] Vereinzelt gibt es jedoch auch 
Publikationen, die sich mit Oxidoreduktasen auseinandersetzen. Bei den 
Untersuchungen der Biokatalysatoren in Gegenwart der verschiedensten ILs zeigten 
sich sehr unterschiedliche Ergebnisse. In manchen ILs wurden gesteigerte 
Aktivitäten, Stabilitäten oder Selektivitäten der Biokatalysatoren gefunden, in den 
meisten ILs waren die Ergebnisse allerdings schlechter.[14, 26]  
  
Da im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss ionischer Flüssigkeiten auf verschiedene 
Oxidoreduktasen untersucht wird, werden im Folgenden wesentliche Ergebnisse aus 
Publikationen zu isolierten Enzymen dieser Enzymklasse in Gegenwart von ILs 
vorgestellt. Im Vordergrund stehen dabei Untersuchungen, bei denen ILs als 
Cosolventien eingesetzt wurden, da im Rahmen dieser Arbeit ILs ebenfalls nur als 
Cosolventien verwendet werden. 
 
Abbildung  1-7: Synthese von Z-Aspartam 
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• Dehydrogenasen 
 
Das Enzym 3α-Hydrosteroiddehydrogenase wurde auf seine Aktivität in Gegenwart 
von 10 Vol% verschiedener ILs untersucht. Mit [BMIM] [Lactat] konnte die Aktivität 
um 60 % gesteigert werden. Mit [EMIM] [CF3SO3] wurden nur noch 80 % und mit 
[BMIM] [CF3SO3] und [BMIM] [BF4] sogar nur noch 20 % Restaktivität gefunden.[27] 
Angaben zu den Stabilitäten in den unterschiedlichen ILs wurden nicht gemacht. 
 
Für eine Pferdeleber-Alkoholdehydrogenase wurde der Einfluss verschiedener 
ionischer Flüssigkeiten auf die katalytische Wirkung bei der Oxidation von Ethanol 
untersucht.[28] Mit den ionischen Flüssigkeiten [BMIM] [Cl], [BMIM] [Br], [BMIM] [PF6], 
[EMIM] [Cl] wurden Aktivitäts- und Stabilitätssteigerungen festgestellt, exakte Werte 
wurden jedoch nicht angegeben. 
 
Die Reduktion von 2-Oktanon zu (R)-2-Oktanol mit Hilfe einer Alkoholdehydrogenase 
aus Lactobacillus brevis und gleichzeitiger Cofaktorregenerierung über 2-Propanol 
wurde in einem 2-Phasensystem aus [BMIM] [(CF3SO2)2N] und Pufferlösung 
untersucht.[29] Im Vergleich mit dem organischen Lösungsmittel Methyl-tert-butylether 
konnten aufgrund besserer Verteilungskoeffizienten gesteigerte Reaktionsraten 
erzielt werden. 
 
Kürzlich ist eine Publikation erschienen, in der die Verwendung von verschiedenen 
hydroxyfunktionalisierten ILs als Cosolventien für die ADH-katalysierte Reduktion 
beschrieben wurde.[30] Als Biokatalysator wurde eine für ihre hohe 
Lösungsmitteltoleranz bekannte ADH aus Rhodococcus ruber eingesetzt. Selbst bei 
hohen Volumenanteilen bis zu 80 % IL wurden vergleichsweise hohe Restaktivitäten 
von ca. 70 % gefunden. Besonders viel versprechend scheint die IL Tris-(2-hydroxy-
ethyl)methylammoniummethylsulfat mit der selbst bei 90 Vol% IL eine Restaktivität 
von ~ 65 % erhalten blieb. 
 
• Oxidasen 
 
Immobilisierte Aminosäureoxidase ist in den wassermischbaren ionischen 
Flüssigkeiten [BMIM] [BF4], [MMIM] [Me2PO4] und [BMIM] [OcSO4] aktiv[31] und weist 
im Vergleich der drei ILs in [MMIM] [Me2PO4] die größte Stabilität auf. Mit 20 Vol% 
[BMIM] [BF4] wurde eine Restaktivität von fast 80 % und mit der gleichen Menge 
[MMIM] [Me2PO4] sogar eine Restaktivität von 90 % gefunden. Mit dem Enzym-
immobilisat wurden Biotransformationen von D-Phenylalanin bzw. Cephalosporin-C 
mit Zugabe von Catalase zur Vermeidung zu hoher H2O2-Konzentrationen 
durchgeführt. Dabei zeigten sich geringere Reaktionsraten als in reinem Puffer. Für 
das freie Enzym sind Aktivitätswerte in [BMIM] [BF4] und [MMIM] [Me2PO4] ange-
geben; mit 20 % [MMIM] [Me2PO4] wurde eine Aktivitätssteigerung von 45% ermittelt. 
 
 10 
• Peroxidasen 
 
Die enantioselektive Sulfoxidation von Thioanisol mit Hilfe des Enzyms 
Chloroperoxidase mit einfacher Zudosierung des Cosubstrats H2O2 wurden bereits in 
verschiedenen ionischen Flüssigkeiten untersucht.[32] Bei den Versuchen konnten 
jedoch lediglich drei ionische Flüssigkeiten (Choliniumcitrat, Choliniumacetat, [MMIM] 
[Me2PO4]) identifiziert werden, in deren Gegenwart das Enzym generell noch aktiv 
ist. Allerdings wurde bei den Versuchen nicht immer beachtet, dass sich der pH-Wert 
der verwendeten Pufferlösungen bei IL-Zugabe aufgrund herstellungsbedingter 
Verunreinigungen[19] verschiebt.  
 
Die ionische Flüssigkeit [BMIM] [BF4] wurde als Lösungsvermittler in der 
Meerrettichperoxidase-katalysierten Umsetzung schwerwasserlöslicher Phenole 
eingesetzt.[33] Bei den Aktivitätsuntersuchungen zeigte sich, dass das Enzym in 
Gegenwart der IL drastisch an Aktivität verloren hatte; bereits bei 25 Vol% der IL ist 
das Enzym vollständig inaktiviert.  
 
• Monooxygenasen 
 
Der Einfluss der wassermischbaren ILs [MMIM] [BF4], [BMIM] [BF4] und [BPY] [BF4] 
auf die Aktivität der Cytochrom-P450-Monooxygenase CYP3A4 wurde untersucht.[34] 
In Gegenwart geringer Volumenanteile aller ILs nahm die Aktivität der CYP3A4 
deutlich ab und schon bei > 15 Vol% wies das Enzym keine Aktivität mehr auf. Bei 
Versuchen im 2-Phasensystem mit der IL [BMIM] [PF6] wurde mit 5 Vol% eine 
Halbierung der Enzymaktivität und mit 50 Vol% eine Reduzierung auf < 10 % 
deutlich. 
 
Anhand der verschiedenen Publikationen zeigt sich, dass ein Großteil der ILs einen 
negativen Einfluss auf die untersuchten Oxidoreduktasen hat und nur in wenigen 
Fällen größere Mengen an IL toleriert werden. Einzelne Beispiele weisen jedoch 
darauf hin, dass durchaus die Möglichkeit besteht als Cosolventien geeignete ILs für 
diese Enzyme zu identifizieren.  
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1.3 Biokatalyse mit elektrochemischer Cofaktorregenerierung  
Oxidoreduktasen katalysieren die selektive Oxidation bzw. Reduktion 
verschiedenster Substanzen und ermöglichen so den Zugang zu chiralen 
Verbindungen. Die bei diesen Reaktionen verbrauchten Redoxäquivalente müssen 
nachgeliefert werden. Zu diesem Zweck wurden verschiedenste Methoden 
entwickelt.[35] Die elektrochemische Generierung bzw. Regenerierung der benötigten 
Redoxäquivalente stellt dabei eine vielseitige Alternative zu den meist 
biokatalytischen[36, 37] oder auch chemischen[38] Ansätzen dar. 
 
Im Folgenden ist eine Auswahl an möglichen elektroenzymatische Reaktionen 
schematisch dargestellt und – falls benötigt – ein Beispiel für einen typischen 
Mediator gegeben. Unter dem Begriff „Mediator“ versteht man in diesem 
Zusammenhang Verbindungen, die Elektronen zwischen der Elektrode und dem zu 
regenerierenden Cofaktor transportieren. Eine Zusammenfassung aller bislang 
durchgeführter  elektroenzymatischer Synthesen kann dem Reviewartikel 
„Electroenzymatic Synthesis“ entnommen werden.[39] 
 
1. Regenerierung von NAD(P)+[40-50] 
Mediatorox
Mediatorred
Anode
NAD(P)+
NAD(P)H
2 e-
 
Möglicher Mediator: 
N
S
N N
S
N
-O3S SO3-
(NH4+)2
öglicher Mediator:
 
2,2'-Azinobis(3-ethylbenzo- 
thiazolin)-6-sulfonat (ABTS) 
 
2. Regenerierung von NAD(P)H[51-57] 
Mediatorox
Mediatorred
Kathode
2 e-
NAD(P)+
NAD(P)H
 
Möglicher Mediator: 
N N
Rh
H
+
 
(2,2'-Bipyridin-κN1,κN1')chloro-
[(1,2,3,4,5-η)-1,2,3,4,5-penta-
methyl-2,4-cyclopentadien-1-yl]-
rhodium(III)-chlorid (Rhbpy) 
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3. Oxidative Regenerierung von Flavoenzymen[58-61] 
Oxidase/
Hydroxylase
Mediatorox
Mediatorred
Anode
e-
Substrat
Produkt
 
Mögliche Mediatoren: 
Fe
R
 
Ferrocenderivate 
 
4. Reduktive Regenerierung von Flavoenzymen[62-67] 
 
NAD(P)+
NAD(P)H
Mediatorox
Mediatorred
Kathode
Enzymox
Enzymred
e-
 
 
5. Elektrochemische Generierung von Cosubstraten[68-74] 
 
O2 + 2 H+
H2O2
H2O
Peroxidase
R1
X R2
R1
X R2
O
Kathode
2 e-
 
 
Neben einem breiten Anwendungsspektrum weist die elektrochemische 
Regenerierung bzw. Generierung benötigter Redoxäquivalente noch andere  Vorteile 
gegenüber den gängigen Methoden auf. Bei den übertragenen Redoxäquivalenten 
handelt es sich um Elektronen, d.h. sie sind massenfrei, es werden keine 
Cosubstrate benötigt und somit entstehen auch keine Koppelprodukte. Mögliche 
Inhibierungen der Enzyme durch diese Substanzen und eine erschwerte 
Aufarbeitung können vermieden werden. Darüber hinaus gehören Elektronen zu den 
kostengünstigsten Redoxäquivalenten.[75] 
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Die vielfältigen Kombinationsmöglichkeiten selektiver Enzymreaktionen mit 
elektrochemischen Reaktionen spielt bei der Entwicklung verschiedenster 
Biosensoren eine große Rolle. Das wohl wichtigste Beispiel hierfür stellen 
Glucosesensoren für Diabetiker da. Ferner sind auch Biosensoren zur Messung von  
Harnstoff, Lactat, Cholesterol oder Ethanol kommerziell erhältlich. In industriellen 
Syntheseprozessen macht man sich die Elektroenzymatik noch nicht zu nutze, da die 
bislang erzielten Produktivitäten vergleichsweise niedrig sind. 
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2 Aufgabenstellung 
Bei elektrochemischen Prozessen ist die Produktivität mit der Leitfähigkeit des 
Reaktionsmediums korreliert. Da enzymkatalysierte Reaktionen meist in verdünnten 
wässrigen Pufferlösungen mit niedrigen Leitfähigkeiten durchgeführt werden, könnte 
der Zusatz geeigneter Leitsalze elektroenzymatische Synthesen konkurrenzfähiger 
machen. Allerdings ist nicht jede Verbindung, die zu einer Erhöhung der Leitfähigkeit 
beitragen kann, zu diesem Zweck geeignet; die Kompatibilität mit dem verwendeten 
Biokatalysator schränkt die Auswahl an möglichen Additiven stark ein.  
 
Ionische Flüssigkeiten sind für ihre guten elektrochemischen Eigenschaften bekannt. 
Da sie darüber hinaus schon mehrfach erfolgreich als Reaktionsmedium für 
biokatalytische Prozesse eingesetzt werden konnten, soll im Rahmen dieser Arbeit 
erstmals die Kombination dieser unterschiedlichen Arbeitsbereiche durch die 
Verwendung ionischer Flüssigkeiten als Leitsalze für elektroenzymatische Synthesen 
(Abbildung 2-1) untersucht werden.  
 
Ionische 
Flüssigkeiten
El
ek
tro
-
ch
em
ie
Biokatalyse
 
Wie in der Einleitung (Kapitel 1-3) beschrieben stehen mehrere Möglichkeiten für 
elektroenzymatische Prozesse zur Auswahl. Um das Potential ionischer 
Flüssigkeiten an möglichst verschiedenen Reaktionen zu testen, wurden eine 
Reduktion mit Regenerierung von NADPH, eine Oxidation mit Regenerierung von 
FAD und eine Oxidation mit elektrochemischer Cosubstratgenerierung gewählt. Die 
jeweiligen Reaktionssysteme sind:  
 
 
Abbildung  2-1: Schematische Darstellung des Themas 
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1. Alkoholdehydrogenase-katalysierte Synthese von (R)- bzw. (S)-Phenyl-
ethanol mit elektrochemischer Regenerierung des Cofaktors NADPH (siehe 
Kapitel 3) 
2
N NRh
Cl
+
N N
RhH
+
O
OH
e-
NADPH
Cl-
H+
H+
Kathode
NADP+
Alkohol-
dehydrogenase
 
 
2. D-Aminosäureoxidase-katalysierte Spaltung eines Methioninracemats mit 
elektrochemischer Regenerierung des Cofaktors FAD (siehe Kapitel 4) 
HO
NH2
O
H
HO
NH2
O
H
HO
O
O
HO
NH2
O
H
+
+
HO
NH
O
+ H2O
- NH3
Fe
Anode
e-
S
S S
S
S
COOH
Fe
COOH
D-Aminosäure-
oxidase
 
 
3. Chloroperoxidase-katalysierte Synthese von (R)-Phenylmethylsulfoxid mit 
elektrochemischer Generierung des Cosubstrats H2O2 (siehe Kapitel 5) 
O2
H2O2
2 e-
S
S
O
Chloroperoxidase
Kathode
H2O
2 H+
 
Verschiedene, kommerziell erhältliche ionische Flüssigkeiten wurden ausgewählt und 
ihr Einfluss auf die Aktivität und Stabilität der Enzyme,  auf die Substratlöslichkeit und 
auf die Elektrochemie der jeweiligen Systeme ermittelt. Bei der elektrochemischen 
Regenerierung von NADPH wurde zusätzlich auch die Stabilität der Cofaktoren in 
Gegenwart der IL untersucht. Anhand der Voruntersuchungen wurden geeignete ILs 
ausgewählt und mit diesen elektroenzymatische Synthesen durchgeführt.
 17 
Wie in der Einleitung erwähnt sind Oxidoreduktasen gegenüber größeren Mengen an 
IL empfindlich, weshalb im Rahmen der Arbeit nur Volumenanteile bis 10 % 
untersucht werden. Da die Reaktionen im homogenen System durchgeführt werden 
sollen, besteht die Notwendigkeit zur Verwendung von bei Raumtemperatur flüssigen 
organischen Salzen zwar nicht, aufgrund ihrer kommerziellen Verfügbarkeit soll 
dennoch auf diese zurückgegriffen werden. In Tabelle 2-1 sind die im Rahmen dieser 
Dissertation verwendeten ILs zusammengefasst. Jeder IL wurde eine Farbe 
zugeordnet, die in allen Diagrammen dieser Arbeit verwendet wird.  
Name Struktur Abkürzung Farbe 
1-Ethyl-3-hydroxymethylpyridinium- 
ethylsulfat N EtSO4-
OH
 
[EM(OH)PY] [EtSO4]  
1-Ethyl-3-methylpyridinium- 
ethylsulfat N EtSO4-
 
[EMPY] [EtSO4]  
1-Butyl-3-methylimidazolium- 
2(2-methoxy-ethoxy)ethylsulfat N N
O
OSO3-
2
+
 
[BMIM] [MDEGSO4]  
1-Ethyl-3-methylimidazolium- 
2(2-methoxy-ethoxy)ethylsulfat N
N
O
OSO3-
2
+
 
[EMIM] [MDEGSO4]  
1-Ethyl-3-methylimidazolium- 
ethylsulfat N N
EtSO4-
+
 
[EMIM] [EtSO4]  
1-Butyl-3-methylimidazolium- 
methylsulfat N N
MeSO4-
+
 
[BMIM] [MeSO4]  
1,3-Dimethylimidazolium- 
methylsulfat N N
MeSO4-+
 
[MMIM] [MeSO4]  
1-Butyl-3-methylimidazolium- 
tetrafluoroborat N N BF4-+
 
[BMIM] [BF4]  
1-Ethyl-3-methylimidazolium- 
diethylphosphat N N
Et2PO4-
+
 
[EMIM] [Et2PO4]  
1,3-Dimethylimidazolium- 
dimethylphosphat N N
Me2PO4-
+
 
[MMIM] [Me2PO4]  
1-Methyl-3-octylimidazolium- 
bromid N N
Br-
+
 
[OMIM] [Br]  
1-Hexyl-3-methylimidazolium- 
bromid N N
Br-
+
 
[HMIM] [Br]  
 
Tabelle  2-1: Verwendete ILs 
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3 Alkoholdehydrogenase-katalysierte Synthese chiraler 
Alkohole 
3.1 Einleitung 
Alkoholdehydrogenasen (ADHs, E.C. 1.1.1.1 und E.C. 1.1.1.2) katalysieren die 
Reduktion von Aldehyden oder Ketonen zu den korrespondierenden Alkoholen oder 
die Oxidation von Alkoholen zu den korrespondierenden Aldehyden bzw. Ketonen 
(siehe Abbildung 3-1). Dazu benötigen sie je nach Reaktion die Cofaktoren NAD(P)H 
oder NAD(P)+ als Elektronenüberträger.  
ADH
O
R1 R2 R1 R2
NAD(P)H
NAD(P)H
NAD(P)+
NAD(P)+
N
R
NH2
O
N
R
NH2
OH H
N
R
NH2
O
N
R
NH2
OH H
OH
∗
 
Cofaktor Preis pro 100 g 
NAD+ 370 € 
NADH 1250 € 
NADP+ 390 € 
NADPH ~ 17500€ 
 
Da die benötigten Cofaktoren sehr teuer sind (siehe Tabelle 3-1), können sie nicht in 
stöchiometrischen Mengen dem Reaktionsgemisch zugesetzt werden, sondern 
müssen während der Reaktion regeneriert werden. Weil jedoch ein Großteil der für 
industrielle Prozesse interessanten Oxidoreduktasen NAD(P)(H)-abhängig ist, 
wurden für diese Cofaktoren schon eine Vielzahl an Regeneriermethoden untersucht. 
 Abbildung  3-1: Katalytische Wirkung von ADHs 
Tabelle  3-1: Preise für Nicotinamidcofaktoren von Codexis 
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Dabei haben sich die enzymgekoppelte bzw. die substratgekoppelte 
Cofaktorregenerierung besonders bewährt.[35] 
 
Zur enzymgekoppelten Cofaktorregenerierung werden bevorzugt die Enzyme 
Formiatdehydrogenase (FDH)[37, 76, 77], Glucosedehydrogenase (GDH) oder Glucose-
6-phosphat-dehydrogenase (G6PDH)[78-80] als Regenerierenzyme eingesetzt. Ein 
generelles Reaktionsschema dieser Regeneriermethode ist in Abbildung 3-2 
dargestellt: 
CoproduktSubstrat
Produkt Cosubstrat
Enzym A Enzym B
Cofaktor
Cofaktorox/red
 
Bei der FDH-gekoppelten Regenerierung wird  gleichzeitig mit der Hauptreaktion vom 
Regenerierenzym FDH Formiat zu CO2 oxidiert. Die während dieser Reaktion 
aufgenommenen Elektronen überträgt die FDH auf den reduzierten Cofaktor 
NAD(P)+ und überführt ihn so wieder in die für die Hauptreaktion benötigte Form 
NAD(P)H. Für diese Regeneriermethode sprechen die niedrigen Kosten für Substrat 
und Enzym, sowie dessen gute Aktivität und Stabilität. Darüber hinaus lässt sich das 
Coprodukt verhältnismäßig leicht abtrennen und beeinflusst somit die Lage des 
thermodynamischen Gleichgewichts positiv.  Nachteilig ist, dass sich der pH-Wert der 
Reaktionslösung während der Synthese verschiebt und diesem Effekt 
entgegengewirkt werden muss, um Beeinflussungen der Enzymleistungen zu 
verhindern[81]. Ein weiteres Problem liegt in der Cofaktorpräferenz der FDH; in den 
meisten Fällen bevorzugt das Enzym den Cofaktor NAD+ und zeigt nur eine sehr 
geringe Aktivität mit NADP+. 
 
Bei der Regenerierung mit Hilfe von GDH bzw. G6PDH wird Glucose bzw. Glucose-
6-Phosphat oxidiert. Die benötigten Enzyme sind relativ preiswert, aktiv und stabil. 
Allerdings ist das Substrat Glucose-6-Phosphat verhältnismäßig teuer. Außerdem 
schränkt die Cofaktorpräferenz der G6PDH für NADP+ die Einsatzmöglichkeiten 
dieser Methode ein[82-84].  
 
Bei der enzymgekoppelten Regenerierung ist es generell nachteilig, dass man die 
Reaktionsbedingungen an die Bedürfnisse der beiden Enzyme anpassen muss, da 
dies meist einen Kompromiss für die jeweiligen Aktivitäten und Stabilitäten erfordert.  
Durch die Verwendung von zwei unterschiedlichen Enzymen kann außerdem die 
Aufarbeitung des Reaktionsgemisches erschwert werden. 
 
Abbildung  3-2: Enzymgekoppelte Cofaktorregenerierung 
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Die substratgekoppelte Cofaktorregenerierung wird hauptsächlich für 
Alkoholdehydrogenase-katalysierte Reaktionen genutzt; wobei in den meisten Fällen 
2-Propanol als Cosubstrat fungiert und durch das Enzym zu Aceton umgesetzt wird. 
Abbildung 3-3 stellt ein allgemeines Reaktionsschema dieser Regeneriermethode 
dar. Da bei dieser Methode zwei verschiedene Substrate vom gleichen Enzym zu 
zwei verschiedenen Produkten umgesetzt werden müssen, ist dieses System stark 
von der zugehörigen thermodynamischen Gleichgewichtslage abhängig. Außerdem 
wirkt das Aceton meistens auch als Enzyminhibitor oder desaktiviert die Enzyme. 
Darüber hinaus kann ebenfalls das 2-Propanol das Enzym inhibieren oder 
desaktivieren. Zur Erhöhung der Wirtschaftlichkeit dieser Prozesse sind eine 
geeignete Methode der integrierten Coproduktabtrennung und eine angepasste 
Cosubstratdosierung nötig[85, 86].  
CoproduktSubstrat
Produkt Cosubstrat
ADH ADH
Cofaktor
Cofaktorox/red
 
Allgemeine Probleme der beiden enzymatischen Cofaktorregenerierungsmethoden 
sind Inhibierungen des Enzyms der Hauptreaktion durch das eingesetzte Cosubstrat 
oder das entstehende Coprodukt. Des Weiteren sind die Reaktionsgemische meist 
viel komplexer und somit kann die Produktaufarbeitung oder die 
Katalysatorrückgewinnung erschwert sein. 
 
Abbildung  3-3: Substratgekoppelte Cofaktorregenerierung 
 22 
Eine interessante Alternative dazu stellt die elektrochemische Regenerierung von 
NAD(P)H mit Hilfe eines Mediators dar (Abbildung 3-4):  
N N
RhCl
+
N N
RhH
+
2 e-
NAD(P)H
Cl-
H+
Kathode
NAD(P)+
 
Da bei der Regenerierung über den Rhodiummediator (Rhbpy) lediglich Elektronen 
als Redoxäquivalente benötigt werden, gilt diese Methode als reagenzfrei. Es wird 
kein zusätzliches Enzym oder Cosubstrat benötigt und somit auch die Entstehung 
eines Coprodukts verhindert. Mögliche Inhibierungen durch Cosubstrate bzw. 
Coprodukte sind ausgeschlossen. Der vergleichsweise niedrige Preis für Elektronen 
als Redoxäquivalente[75] (siehe Abbildung 3-5) zeichnet diese Methode zusätzlich 
aus:   
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Abbildung  3-4: Elektrochemische Regenerierung von NAD(P)H 
Abbildung  3-5: Preise für unterschiedliche Redoxäquivalente[75] 
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Im Folgenden soll der Einfluss verschiedener ILs auf die Alkoholdehydrogenase- 
katalysierte Reduktion von Acetophenon zu (R)- bzw. (S)-Phenylethanol (siehe 
Abbildung 3-6) mit elektrochemischer Cofaktorregenerierung über Rhbpy als 
Mediator untersucht werden. Als Biokatalysator wird eine ADH aus Lactobacillus 
brevis (LbADH, E.C. 1.1.1.2) bzw. eine Thermoanaerobacter species ADH (ADH T, 
E.C. 1.1.1.1) verwendet. Die beiden Enzyme wurden aufgrund ihrer 
unterschiedlichen Enantioselektivitäten ausgewählt; die LbADH setzt das Substrat zu 
(R)-Phenylethanol um, während die ADH T die Synthese des (S)-Produkts 
katalysiert. 
O
OH OH
LbADH ADH T
 
 
 
Abbildung  3-6: Synthese von (R)- bzw. (S)-Phenylethanol mittels LbADH[87] bzw. 
ADH T[88]  
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3.2 Charakterisierung der LbADH 
3.2.1 Enzymcharakterisierung und allgemeine Systemuntersuchungen 
Die als Lyophilisat vorliegende LbADH wurde ohne weitere Vorbereitungen direkt bei 
den folgenden Versuchen eingesetzt. In Tabelle 3-2 sind die wichtigsten Ergebnisse 
der Enzymcharakterisierung zusammengefasst.   
Proteingehalt des Lyophilisats 0,239 mg⋅mg-1 
⇒ 2,25 nmol⋅mg-1 (für MLbADH = 1,064·105 g·mol-1) 
Spezifische Aktivitäten a) ~ 6,88 U·mgLyophilisat-1 
~ 28,8 U·mgProtein-1 
⇒ 3,06 U⋅nmol-1 
a)
 Die angegebenen Aktivitäten beziehen sich auf Acetophenon als Substrat. Die Vorgehensweise zur 
Ermittlung der Aktivität ist in Kapitel 8.7.1 beschrieben. 
 
Auskünfte bezüglich geeigneter Reaktionsparameter für die LbADH können 
verschiedenen Publikationen entnommen werden.[89] Als Reaktionsmedium wurde 
Kaliumphosphatpuffer gewählt und für diesen der pH-Bereich zwischen pH 5 und pH 
8,5 untersucht (siehe Abbildung 3-7). Aufgrund der Ergebnisse dieser 
Untersuchungen wurden alle weiteren Versuche bei pH 7 durchgeführt. Da darüber 
hinaus bekannt ist, dass die LbADH von Mg2+ abhängig ist, werden dem 
Reaktionsmedium immer 2,5 mmol·L-1 MgCl2 zugegeben. Für die 
Reaktionstemperatur wird ein möglicher Kompromiss aus Aktivität und Stabilität 
gewählt und deshalb bei 25 °C gearbeitet.  
0,5
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Tabelle  3-2: Charakterisierung der LbADH 
Abbildung  3-7: pH-Untersuchungen zur  LbADH 
50 mmol·L-1 KPi, 10,67 µmol Acetophenon, 0,04 µmol NADPH, LbADH in geeigneten 
Verdünnungen, T = 25 °C. 
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3.2.2 Aktivität der LbADH in ILs 
Die zu Beginn der Promotion bekannten Untersuchungen von ADHs in Gegenwart 
von ionischen Flüssigkeiten beschränken sich auf ADH-katalysierte Oxidations-
reaktionen oder wässrige 2-Phasensysteme.[28, 29, 90-92] Um die Auswahl an möglichen 
ionischen Flüssigkeiten einzuschränken wurde deshalb zunächst der Einfluss 
verschiedener ionischer Flüssigkeiten auf die Aktivität der LbADH untersucht 
(Abbildung 3-8). In Puffer weist die LbADH einen Aktivität von ~ 28,8 U·mg-1 
(bezogen auf die Menge an Protein des Enzympäparats) auf. 
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In geringen Konzentrationen (1 bzw. 2 Vol%) tragen einige der ILs zu einer leichten 
Aktivierung der LbADH bei. Mit steigendem Gehalt an IL im Reaktionsmedium nimmt 
die Aktivität des Enzyms jedoch immer ab. Je nach IL ist die Abnahme der Aktivität 
unterschiedlich stark ausgeprägt. Vergleicht man die Ergebnisse ionischer 
Flüssigkeiten mit gleichem Kation oder Anion und unterschiedlichen Gegenionen so 
ergibt sich folgendes: 
 
• Geringe Anteile an [MMIM] [Me2PO4] aktivieren die LbADH. Mit steigendem 
Anteil an IL fällt die Aktivität jedoch stark ab, wobei der Aktivitätsverlust in 
[MMIM] [Me2PO4] weniger stark ausfällt als in [MMIM] [MeSO4].  
 
Abbildung  3-8: Aktivität der LbADH in ILs 
10,67 µmol Acetophenon, 0,04 µmol NADPH, LbADH in geeigneten Verdünnungen, T = 25 °C.  
Für jede IL wurden 2, 4, 8 und 10 Vol%-Anteile getestet und die Werte von links nach rechts in 
der jeweiligen Gruppierung aufgetragen. Die gestrichelte, blaue Linie repräsentiert die Aktivität 
der LbADH in reinem Puffer (50 mmol·L-1 KPi pH 7). 
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• Für ILs mit [EMIM] als Kation ist die Aktivität in 2 Vol% [EMIM] [EtSO4] 
gegenüber der Aktivität in reinem Puffer ebenfalls gesteigert, fällt jedoch mit 
steigendem Volumenanteil an IL ab; in 10 Vol% [EMIM] [EtSO4] werden 
weniger als 40% der Anfangsaktivität festgestellt. Der Einfluss von [EMIM] 
[MDEGSO4] und [EMIM] [Et2PO4] auf die Enzymaktivität ist nicht so 
ausgeprägt. Für [EMIM] [MDEGSO4] ist die Restaktivität bei 10 Vol% mit 60 %  
IL am höchsten.  
 
• Der Aktivitätsverlust in [BMIM] [MeSO4] ist stärker als in [BMIM] [MDEGSO4].  
 
• Der Einfluss von [MMIM] [MeSO4] und [BMIM] [MeSO4] ist vergleichbar. 
 
• Für [EtSO4]--Anionen ist die Aktivität in 2 Vol% [EMIM] [EtSO4] gegenüber der 
Aktivität in reinem Puffer gesteigert, jedoch ist der Aktivitätsverlust bei 
steigendem Anteil an IL deutlich ausgeprägter als bei [EM(OH)PY] [EtSO4] 
oder bei [EMPY] [EtSO4].  
 
• Der Einfluss von [EMIM] [MDEGSO4] und [BMIM] [MDEGSO4] ist vergleichbar. 
 
Den geringsten Einfluss auf die Enzymaktivität hat die IL [EMPY] [EtSO4]; mit 
10 Vol% wird immer noch eine Restaktivität von 65 % erreicht, während mit 2 Vol% 
sogar eine leichte Aktivierung der LbADH möglich ist.  
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3.2.3 Stabilität der LbADH in ILs 
Neben den Aktivitätsmessungen wurden auch Untersuchungen zum Einfluss der ILs 
auf die Stabilität der Biokatalysatoren durchgeführt. Dazu wurden die Enzyme in 
verschiedenen IL-Puffermischungen inkubiert und nach bestimmten Zeitabständen 
deren Restaktivitäten ermittelt. Für die LbADH wurden - bis auf [HMIM] [Br], das die 
Aktivität des Enzyms drastisch reduziert - mit alle ILs, die bei den Aktivitäts-
untersuchungen verwendet wurden, Stabilitätstests durchgeführt. Die Halbwertszeit 
der LbADH in reinem Puffer betrug ~ 45 h. 
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Wie Abbildung 3-9 belegt, hatte der Zusatz von bis zu 10 Vol% der meisten ILs einen 
positiven Einfluss auf die Stabilität der LbADH. Lediglich in Gegenwart der ILs 
[MMIM] [Me2PO4] und [BMIM] [MeSO4] wurden deutlich geringere Halbwertszeiten 
gemessen. Die besten Ergebnisse wurden mit den beiden Pyridinium-ILs erzielt; mit 
einem Volumenanteil von 10 % von [EM(OH)PY] [EtSO4] und [EMPY] [EtSO4] konnte 
die Stabilität mindestens verdreifacht werden. Der Vergleich der Ergebnisse 
untereinander ergibt: 
 
• Während für [MMIM] [MeSO4] generell ungefähr eine Verdopplung der 
Halbwertszeit gemessen wurde, nimmt die Halbwertszeit in [MMIM] [Me2PO4] 
um mindestens ein Drittel ab.  
 
Abbildung  3-9: Stabilität der LbADH in ILs 
Die Proben wurden bei 25 °C gelagert und mit dem un ter 8.7.1 beschriebenen Assay 
vermessen. Für jede IL wurden 2, 4, 6, 8 und 10 Vol%-Anteile getestet und die Werte von links 
nach rechts in der jeweiligen Gruppierung aufgetragen. Die Halbwertszeit in reinem Puffer 
(50 mmol·L-1 KPi pH 7) betrug 45 h; sie wird durch die gestrichelte, blaue Linie repräsentiert. 
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• In [EMIM] [MDEGSO4] und in [EMIM] [EtSO4] ist das Enzym ca. doppelt so 
lange stabil wie in Puffer, obwohl die Stabilität in [EMIM] [MDEGSO4] mit 
zunehmendem Anteil an IL sinkt. In [EMIM] [Et2PO4] nimmt die Stabilität mit 
steigendem Anteil an IL leicht zu, die Halbwertszeiten sind jedoch nicht 
deutlich besser als die Halbwertszeit in reinem Puffer. 
 
• In [BMIM] [MDEGSO4] und [BMIM] [MeSO4] nimmt die Stabilität mit 
steigendem Anteil an IL ab. Während für [BMIM] [MDEGSO4] bei geringen 
Volumenanteilen bis 4 Vol% noch höhere Halbwertszeiten als in reinem Puffer 
erzielt wurden, sind 2 Vol% von [BMIM] [MeSO4] schon ausreichend, um das 
Enzym zu destabilisieren.  
 
• Vergleicht man die ILs mit [MeSO4]-Anionen so zeigt sich eine generelle 
Verdopplung der Halbwertszeit für [MMIM] [MeSO4] und eine Abnahme der 
Halbwertszeit für [BMIM] [MeSO4]. 
 
• Alle ILs mit [EtSO4]--Anionen verbessern die Stabilität der LbADH. Während 
für [EM(OH)PY] [EtSO4] und [EMPY] [EtSO4] mit zunehmendem Anteil an IL 
die Halbwertszeiten steigen, zeichnet sich für [EMIM] [EtSO4] eine generelle 
Verdopplung der Stabilität ab.  
 
• Mit steigendem Anteil beider [MDEGSO4]--ILs nimmt die Stabilität des Enzyms 
ab. Im untersuchten Bereicht liegen die Halbwertszeiten für [EMIM] 
[MDEGSO4] dennoch deutlich über dem Wert für reinen Puffer, während für 
[BMIM] [MDEGSO4] bei einem Volumenanteil über 6 % geringere Stabilitäten 
erzielt werden.  
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3.3 Charakterisierung der ADH T 
3.3.1 Enzymcharakterisierung und allgemeine Systemuntersuchungen 
Die eingesetzte ADH T lag als Suspension vor und wurde ohne weitere 
Vorbereitungen bei den folgenden Versuchen eingesetzt. In Tabelle 3-3 sind die 
wichtigsten Ergebnisse der Enzymcharakterisierung zusammengefasst.   
Proteingehalt der Suspension 24,7 mg⋅mL-1 
⇒  166 nmol⋅mL-1 (für MADH T = 1,49·105 g·mol-1) 
Spezifische Aktivitäten a) ~ 17,6 U·µL-1 
⇒  712 U·mg-1 
⇒  106 U⋅nmol-1 
a)
 Die angegebenen Aktivitäten beziehen sich auf Acetophenon als Substrat. Die Vorgehensweise zur 
Ermittlung der Aktivität ist in Kapitel 8.7.1 beschrieben. 
 
Als mögliche Reaktionsmedien für die ADH T wurden Kaliumphosphatpuffer und 
TEA-Puffer im pH-Bereich von 5 bis 9 untersucht. Die Ergebnisse der 
Aktivitätsbestimmungen sind in Abbildung 3-10 dargestellt: 
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Bei den Untersuchungen zeigte sich, dass bei pH 7 die Aktivität des Enzyms in 
beiden Puffer vergleichbar ist. Während sich bei leicht sauren pH-Werten (pH 6 bzw. 
6,5) zunächst eine kleine Aktivierung zeigt, sinkt die Aktivität der ADH T bei höheren 
pH-Werten. Aufgrund der pH-Bereiche, die die verwendeten Salzlösungen puffern 
können, ist Kaliumphosphatpuffer dem TEA-Puffer vorzuziehen. Zur besseren 
Vergleichbarkeit wird auch für die ADH T 50 mmol·L-1 Kaliumphosphatpuffer pH 7 als 
Reaktionsmedium ausgewählt. 
Tabelle  3-3: Charakterisierung der ADH T 
Abbildung  3-10: pH-Untersuchungen zur ADH T  
50 mmol·L-1 KPi bzw. TEA, 10,67 µmol Acetophenon, 0,04 µmol NADPH, ADH T in geeigneten 
Verdünnungen, T = 25 °C. 
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3.3.2 Aktivität der ADH T in ILs 
Bei den Aktivitätsuntersuchungen der ADH T wurden hauptsächlich die ILs 
berücksichtigt, die auch schon bei den Versuchen mit der LbADH akzeptable 
Aktivitäten lieferten. Die Einflüsse dieser ILs auf die Aktivität der ADH T sind in 
Abbildung 3-11 zusammengefasst. In reinem Puffer betrug die Aktivität ~ 17,6 U·µL-1. 
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Im Gegensatz zu den Ergebnissen, die für die LbADH erzielt wurden, konnte für die 
ADH T keine Aktivierung durch die ILs festgestellt werden. Beim Vergleich der 
verschieden ILs ergibt sich: 
 
• Beste Ergebnisse werden mit [EMIM] [Et2PO4] erzielt; bei einem 
Volumenanteil von 10 % bleibt eine Restaktivität von ~ 60 % erhalten. Bei 
gleichem Anteil der IL [EMIM] [EtSO4] liegt die Restaktivität unter 20 %. 
 
• Der Aktivitätsverlust mit steigendem Gehalt an IL ist für beide ILs mit [EtSO4]-
Anionen vergleichbar. 
 
• Während die ADH T in [EMIM] [MDEGSO4] vergleichsweise gute Aktivitäten 
aufweist, werden für [BMIM] [MDEGSO4] selbst bei 2 Vol% schon Aktivitäten 
< 20 % gefunden.   
 
Abbildung  3-11: Aktivität der ADH T in ILs 
10,67 µmol Acetophenon, 0,04 µmol NADPH, LbADH in geeigneten Verdünnungen, T = 25 °C 
Für jede IL wurden 2, 4, 6, 8 und 10 Vol%-Anteile getestet und die Werte von links nach rechts 
in der jeweiligen Gruppierung aufgetragen. Die gestrichelte, blaue Linie repräsentiert die 
Aktivität der ADH T in reinem Puffer (50 mmol·L-1 KPi pH 7). 
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3.3.3 Stabilität der ADH T in ILs 
In fünf der für die Aktivität der ADH T untersuchten ILs wurden zusätzlich noch 
Stabilitätsuntersuchungen durchgeführt. Die Ergebnisse dieser Messreihen sind in 
Abbildung 3-12 zusammengefasst: 
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In Puffer beträgt die Halbwertszeit der ADH T ~ 16 d. Nur für zwei ILs – [EMIM] 
[MDEGSO4] und [EMPY] [EtSO4] – konnte dieser Wert deutlich gesteigert werden. In 
Gegenwart von [EMIM] [Et2PO4], [MMIM] [Me2PO4] und [EMIM] [EtSO4] nahm die 
Halbwertszeit für die ADH T um ca. ein Drittel ab. Die Zusammenhänge zwischen 
den Ergebnissen sind wie folgt: 
 
• Während mit [EMIM] [MDEGSO4] die Halbwertszeiten mit steigendem Anteil 
an IL länger werden, sind sie sowohl in [EMIM] [EtSO4] als auch in [EMIM] 
[EtSO4] auf ca. 10 Tage reduziert.  
 
• Beim Vergleich der ILs mit [EtSO4]--Anion zeigt sich, dass [EMPY] [EtSO4] 
einen positiven Einfluss auf die Halbwertszeit hat und dass diese mit 
steigendem Anteil an IL zunimmt, während für [EMIM] [EtSO4] nur 
Halbwertszeiten um 10 d gefunden werden. 
Abbildung  3-12: Stabilität der ADH T in ILs 
Die Proben wurden bei 25 °C gelagert und mit dem unter 8.7.1 beschriebenen A ssay 
vermessen. Für jede IL wurden 2, 4, 6, 8 und 10 Vol%-Anteile getestet und die Werte von links 
nach rechts in der jeweiligen Gruppierung aufgetragen. Die Halbwertszeit in reinem Puffer 
(50 mmol·L-1 KPi pH 7) betrug 16 d; sie wird durch die gestrichelte, blaue Linie repräsentiert. 
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3.4 Stabilität der Cofaktoren 
3.4.1 Einleitung 
Wie schon zuvor erwähnt (Kapitel 3-1) handelt es sich bei den benötigten Cofaktoren 
um sehr kostenintensive Verbindungen. Um wirtschaftliche Prozesse mit diesen 
Substanzen durchführen zu können, ist man jedoch nicht nur auf eine effiziente 
Regeneriermethode angewiesen, auch die Kompatibilität der Cofaktoren mit dem 
eingesetzten Reaktionsmedium kann eine entscheidende Rolle spielen. Um eine 
möglichst hohe Lebensdauer der Cofaktoren zu erreichen, ist der Art und 
Konzentration der Puffersalze, dem eingestellten pH-Wert und der Temperatur des 
Reaktionsmediums Beachtung zu schenken. In Abbildung 3-13 sind die 
Geschwindigkeitskonstanten für den Zerfall von NAD+, NADH, NADP+ und NADPH 
bei verschiedenen pH-Werten dargestellt: 
 
Generell können somit folgende Aussagen gemacht werden: 
• Oxidierte Cofaktoren sind stabiler als reduzierte Cofaktoren. 
• Nicht-phosphorylierte Cofaktoren sind stabiler als phosphorylierte Cofaktoren. 
• In basischen pH-Bereichen sind reduzierte Cofaktoren stabiler als oxidierte 
Cofaktoren. 
• In sauren pH-Bereichen sind oxidierte Cofaktoren stabiler als reduzierte 
Cofaktoren. 
Abbildung  3-13: Geschwindigkeitskonstanten für den Zerfall von Cofaktoren[93]  
Bedeutung der Symbole: ■ NAD+, □NADP+,  ●NADH,  ○NADPH   
Reaktionsbedingungen: 0,1 mmol·L-1 Cofaktor, 25 °C, 50 mmol ·L-1 Puffer (pH 3,8 – 5,8: Acetat, 
pH 6,5 – 8,8: TEA, pH 9 – 10: Bicarbonat) 
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Da die oxidierten Cofaktoren im Vergleich zu den reduzierten Cofaktoren in dem in 
dieser Arbeit verwendeten Puffermedium deutlich stabiler sind und ihr Zerfall somit 
eine untergeordnete Rolle spielt, soll im Folgenden nur kurz auf die postulierten 
Zerfallsmechanismen der reduzierten Cofaktoren eingegangen werden. In Abbildung 
3-14 sind die Mechanismen der Hauptabbauwege  von NAD(P)H dargestellt:[93-95] 
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Je nach pH-Wert des eingesetzten Puffermediums laufen die links oder rechts in der 
Abbildung beschriebenen Reaktionen ab. Bei niedrigen pH-Werten geht β-NAD(P)H 
zunächst eine säurekatalysierte Anomerisierung zu α-NAD(P)H ein, bevor durch 
Cyclisierung das Endprodukt Cyclotetrahydropyridinnukleotid (cTHNAD(P)) gebildet 
wird (linke Seite der Abbildung). Bei höheren pH-Werten wird β-NAD(P)H zu β-6-
Abbildung  3-14: Hauptabbauweg von NAD(P)H 
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Hydroxy-1,4,5,6-tetrahydronicotinamidadenindinucleotid (6HTHNAD(P)) hydrolysiert, 
welches anschließend ebenfalls eine Anomerisierungsreaktion eingeht. Das dabei 
entstehende Produkt α-6-Hydroxy-1,4,5,6-tetrahydronicotinamidadenindinucleotid  
wird wieder dehydriert und abschließend durch eine Cyclisierung in 
Cyclotetrahydropyridinnukleotid überführt (rechte Seite der Abbildung).  
 
Die geringere Stabilität der reduzierten Cofaktoren in sauren Medien kann außerdem 
durch die Annahme einer nucleophilen Addition einer Säure an die 
5,6-Doppelbindung des Pyridinrings erklärt werden (siehe Abbildung 3-15).[94] Bei der 
in der Abbildung mit HX bezeichneten Spezies kann es sich sowohl um eine Säure 
als auch um Wasser handeln. 
N
R
H2N
O
+ HX
H
H N
R
H2N
O
X
H
H
H
 
 
Abbildung  3-15: Abbau von NAD(P)H durch nucleophile Addition an die 
5,6-Doppelbindung des Pyridinrings 
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3.4.2 Stabilität von NADP+ und NADPH in ILs 
Da der Einfluss ionischer Flüssigkeiten auf die Stabilität der Cofaktoren bislang noch 
nicht beschrieben ist, wurden mit verschiedenen ILs, die sich für die im Rahmen 
dieser Arbeit verwendeten ADHs eignen, Cofaktorstabilitätsuntersuchungen 
durchgeführt. In Abbildung 3-16 sind die Ergebnisse der Messreihen für NADPH 
zusammengefasst: 
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Wie in Abbildung 3-16 ersichtlich wird in Gegenwart aller ionischen Flüssigkeiten eine 
Stabilisierung von NADPH erreicht. Mit steigendem Anteil an IL verlängern sich die 
für NADPH beobachteten Halbwertszeiten. Die besten Ergebnisse wurden mit 
10 Vol% [EMPY] [EtSO4] erzielt; während die Halbwertszeit von NADPH in Puffer 
lediglich 14,4 h betrug, war so fast eine Verdreifachung auf 42,3 h möglich.  
 
Bei den Untersuchungen zur Stabilität von NADP+ in Gegenwart der gleichen 
ionischen Flüssigkeiten wurden innerhalb des Messzeitraums von sieben Tagen 
keine Unterschiede zur Stabilität in reinem Puffer deutlich. Die Menge an 
enzymaktiven Cofaktor blieb annähernd konstant.  
Abbildung  3-16: Stabilität von NADPH in ILs  
Die Proben wurden bei 25 °C gelagert und wie unter 8.9.1 beschrieben vermessen. Für jede IL 
wurden 2, 4, 6, 8 und 10 Vol%-Anteile getestet und die Werte von links nach rechts in der 
jeweiligen Gruppierung aufgetragen. Die Halbwertszeit in reinem Puffer (50 mmol·L-1 KPi pH 7) 
betrug 14,4 h; sie wird durch die gestrichelte, blaue Linie repräsentiert.  
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3.4.3 Stabilität von NAD+ und NADH in ILs 
Auch für die nicht-phosphorylierten Formen des Cofaktors wurden Versuche zur 
Stabilität in Gegenwart von ILs durchgeführt. Im Vergleich zu den Stabilitäten in 
reinem Puffer (t1/2 = 51,3 h) wurden auch für NADH deutliche Verbesserungen der 
Halbwertszeiten erreicht (siehe Abbildung 3-17). Die erzielten Werte steigen 
wiederum mit dem Volumenanteil an IL an. Die beste Halbwertszeit wurde ebenfalls 
mit [EMPY] [EtSO4] erreicht, bei einem Volumenanteil von 10% steigt die 
Halbwertszeit auf 129 h. 
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Die Ergebnisse zur Stabilität von NAD+ sind vergleichbar mit den Ergebnissen von 
NADP+. Bei den Untersuchungen zur Stabilität in Gegenwart ionischer Flüssigkeiten 
zeigten sich innerhalb eines Messzeitraums von sieben Tagen keine Unterschiede 
zur Stabilität in reinem Puffer. Die Menge an enzymaktiven Cofaktor blieb annähernd 
konstant.  
 
Abbildung  3-17: Stabilität von NADH in ILs  
Die Proben wurden bei 25 °C gelagert und wie unter 8.9.2 beschrieben vermessen. Für jede IL 
wurden 2, 4, 6, 8 und 10 Vol%-Anteile getestet und die Werte von links nach rechts in der 
jeweiligen Gruppierung aufgetragen. Die Halbwertszeit in reinem Puffer (50 mmol·L-1 KPi pH 7) 
betrug 51,3 h; sie wird durch die gestrichelte, blaue Linie repräsentiert. 
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3.5 Löslichkeit von Acetophenon 
Acetophenon wird in der Biokatalyse häufig als Referenzsubstanz zur Ermittlung der 
Aktivität von Alkoholdehydrogenasen verwendet. Problematisch ist jedoch, dass 
dieses Substrat in den verwendeten wässrigen Reaktionsmedien schlecht löslich ist. 
Da auch viele andere industriell relevante Verbindungen nicht oder nur sehr schlecht 
wasserlöslich sind, spielen Methoden zur Substratlöslichkeitserhöhung bei der 
Entwicklung biokatalytischer Prozesse eine bedeutende Rolle.  
 
Weit verbreitet ist der Einsatz organischer Lösungsmittel als Cosolventien[73] oder 
zweite Phase. 2-Phasensysteme sind dabei besonders interessant, wenn das 
Substrat den Biokatalysator gleichzeitig inhibiert. Darüber hinaus können sie genutzt 
werden, um das entstehende Produkt direkt wieder abzutrennen und somit positiv auf 
die Thermodynamik des Reaktionssystems einzuwirken und parallel auch noch die 
Produktaufarbeitung zu vereinfachen.[86, 96, 97] Eine weitere Möglichkeit ist die 
Nutzung von Adsorberharzen, diese werden vor ihrem Einsatz mit dem Substrat 
inkubiert und nehmen dieses auf.[98] Anschließend werden sie dem Reaktionsmedium 
zugegeben und das Substrat wird, wie bei einem wässrig-organischem 2-
Phasensystem, bei Bedarf nachdosiert. Adsorberharzen können ebenfalls zur in situ 
Produktabtrennung genutzt werden.[99, 100] Aufgrund ihrer besonders guten 
Lösungseigenschaften können auch ILs zur Erhöhung der Substratlöslichkeit 
eingesetzt werden.  Dabei können sie als Cosolventien,[31, 32] für 2-Phasensysteme[29, 
101]
 oder auch für 3-Phasensyteme mit organischen Lösungsmitteln und wässrigen 
Medien herangezogen werden. Da im Rahmen der Arbeit nur wassermischbare ILs 
untersucht werden, dienen sie hier als Cosolventien.  
 
Welche Methode zur Löslichkeitserhöhung am besten geeignet ist, muss individuell 
entschieden werden. Neben dem Lösungsvermögen, muss dazu auch der 
reaktionstechnische Aufwand und der Einfluss auf den Biokatalysator (z.B. auf 
Aktivität, Stabilität, Selektivität oder Kinetik) berücksichtigt  werden. Der Einsatz 
organischer Cosolventien bei elektroenzymatischen Prozessen beispielsweise führt 
gleichzeitig zu einer Herabsetzung der Leitfähigkeit des Reaktionsmediums und ist 
somit nur eingeschränkt nutzbar. ILs dagegen sind besonders interessant, da sie sich 
positiv auf die Substratlöslichkeit auswirken können und gleichzeitig die Leitfähigkeit 
des Reaktionsmediums erhöhen.  
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Im folgender Abbildung 3-18 ist der Einfluss verschiedener ILs auf die Löslichkeit von 
Acetophenon dargestellt. Die verwendeten ILs wurden anhand der Untersuchungen 
zur Aktivität und Stabilität der ADHs, sowie der Untersuchung zur Cofaktorstabiliät 
ausgewählt. In reinem Puffer lösten sich 30 mmol Acetophenon pro Liter.  
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Alle untersuchten ILs haben selbst bei geringen Volumenanteilen einen positiven 
Einfluss auf die Substratlöslichkeit. Mit steigendem Anteil an IL nimmt die Löslichkeit 
immer zu. Von den verwendeten ILs scheinen besonders [EMPY] [EtSO4], [BMIM] 
[MeSO4], [EMIM] [MDEGSO4] und [EMIM] [EtSO4] zur Verbesserung des 
Lösungsvermögens beizutragen. Bei einem Volumenanteil von 8 % ist die Löslichkeit 
schon um mehr als zwei Drittel auf über 50 mmol·L-1 gestiegen. Für [MMIM] [Me2PO4] 
und [MMIM] [MeSO4] wird bei gleichem Volumenanteil nur eine Löslichkeit von ~ 
40 mmol·L-1 erzielt. Generell können alle verwendeten ILs zur Löslichkeitserhöhung 
eingesetzt werden. 
Abbildung  3-18: Löslichkeit von Acetophenon in ILs  
Für jede IL wurden 2, 5 und 8 Vol% getestet und die Werte von links nach rechts in der 
jeweiligen Gruppierung aufgetragen. Die Löslichkeit in reinem Puffer (50 mmol·L-1 KPi pH 7) 
betrug ~ 30 mmol·L-1; sie wird im Diagramm durch die gestrichelte, blaue Linie dargestellt. 
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3.6 Einfluss ionischer Flüssigkeiten auf die Elektrochemie 
3.6.1 Leitfähigkeit des Reaktionsmediums 
Bei der Entwicklung elektroorganischer Prozesse muss aufgrund der oft niedrigen 
Leitfähigkeiten der Reaktionsmedien der Auswahl eines geeigneten Leitsalzes 
Beachtung geschenkt werden.[102] In einem idealen System kann der Einfluss der 
Leitfähigkeit mit den Gesetzen von Faraday[102] erklärt werden. 
 
Nach Faraday ist die bei einer Elektrolyse produzierte Stoffmenge von der 
geflossenen Ladung abhängig: 
zFnQ ⋅⋅=         Gleichung (1) 
 
n = Stoffmenge in mol 
F = Faradaykonstante 96485 C·mol-1 
z = Elektronenzahl 
Q = Ladung in C 
 
Die geflossene Ladung ist ein Produkt der Stromstärke I und der Dauer der 
Elektrolyse t. 
tIQ ⋅=         Gleichung (2) 
 
Die Leitfähigkeit einer Elektrolytlösung ist der Kehrwert des Widerstandes R und 
dieser ist der angelegten Spannung U und der Stromstärke I proportional: 
U
I
R
1L ==         Gleichung (3) 
 
Zusammen ergibt sich somit: 
zF
tUL
zF
tI
zF
Q
n
⋅
⋅⋅
=
⋅
⋅
=
⋅
=      Gleichung (4) 
 
Die bei einer Elektrolyse gebildete Produktmenge ist somit direkt von der Leitfähigkeit 
des Reaktionsmediums und dem angelegten Potential abhängig. In der Praxis 
spielen zusätzlich auch das Elektrodenmaterial und der Reaktoraufbau eine 
wesentliche Rolle für die Effizienz der Elektrolyse. 
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Im Folgenden sind die Einflüsse verschiedener ILs auf die Leitfähigkeit des bei der 
ADH-katalysierten Synthese verwendeten Reaktionsmediums dargestellt. Die 
Leitfähigkeit des 50 mmol·L-1 Kaliumphosphatpuffers pH 7 betrug ~ 7,3 mS·cm-1. Aus 
Gründen der Vollständigkeit wird die Leitfähigkeitserhöhung nicht nur in Vergleich zur 
Zugabe an IL in Vol% (Abbildung 3-19 A), sondern auch in Bezug auf die jeweiligen 
Konzentrationen (Abbildung 3-19 B) gegeben.  
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Abbildung  3-19: Leitfähigkeitserhöhung des Reaktionsmediums bei 25 °C  
A) bezogen auf die Zugabe der ILs in Vol%  
B) bezogen auf die Konzentration der ILs 
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Wie Abbildung 3-19 A) belegt, haben alle ILs selbst bei geringen Anteilen von 2 Vol% 
schon einen positiven Einfluss auf die Leitfähigkeit. Mit steigendem Volumenanteil an 
IL nimmt die Leitfähigkeit linear zu. Den schwächsten Effekt zeigt [BMIM] 
[MDEGSO4]; mit 10 Vol% wird lediglich eine Verdopplung der Leitfähigkeit erreicht, 
während mit der gleichen Menge an [MMIM] [Me2PO4] fast eine Vervierfachung der 
Leitfähigkeit möglich ist. Vergleicht man die Leitfähigkeitskeitserhöhungen in 
Abhängigkeit von der tatsächlichen Konzentration der ILs im Reaktionsmedium ist 
der Unterschied zwischen den verschiedenen ILs nicht mehr so deutlich, es zeigen 
sich aber ähnliche Tendenzen. Die mit Zugabe von 10 Vol% [MMIM] [Me2PO4] 
erreichte Leitfähigkeit entspricht in etwa der Leitfähigkeit der Pufferlösung bei einer 
Konzentration von 200 mmol·L-1 KPi. 
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3.6.2 Elektrochemische Regenerierung von NADPH 
Wie in Abbildung 3-20 dargestellt, kann die elektrochemische Regenerierung von 
NAD(P)H direkt, indirekt-enzymgekoppelt oder indirekt durchgeführt werden: 
Mediatorox
Mediatorred
Kathode
2 e-
NAD(P)+
NAD(P)H
Kathode
2 e-
Mediatorox
Mediatorred
Kathode
Enzymox
Enzymred
2 e-
A)
B)
C)
NAD(P)+
NAD(P)H
NAD(P)+
NAD(P)H
 
Bei der direkten Regenerierung von NAD(P)H wird NAD(P)+ in zwei Schritten zu 
NAD(P)H reduziert. Für die erste Reaktion ist einen Potential von ~ - 1,2 V vs. SCE 
nötig, um ein Elektron auf NAD(P)+ zu übertragen.[103] Die dabei entstehende 
radikalische Spezies, wird anschließend protoniert und in einer zweiten 
elektrochemischen Reaktion wird ein weiteres Elektron übertragen. Die Angaben zu 
dem für diesen Schritt nötigen Potential variieren zwischen ~ - 1,7 V – - 2,0 V vs. 
SCE.[103-106] In der Praxis wird diese Regeneriermethode normalerweise nicht 
genutzt, da das im ersten Schritt gebildete Radikal zur Dimerisierung neigt und so 
enzyminaktive Nebenprodukte entstehen können. Außerdem läuft die Protonierung 
nicht selektiv ab. Neben dem gewünschten 1,4-NAD(P)H wird gleichermaßen 
Abbildung  3-20: Methoden zur elektrochemischen Regenerierung von NAD(P)H 
A) Direkte Regenerierung  
B) Indirekt-enzymgekoppelte Regenerierung  
C) Indirekte Regenerierung 
 43 
enzyminaktives 1,6-NAD(P)H gebildet, weshalb nach ca. fünf Regenerierzyklen fast 
kein enyzmaktives 1,4-NAD(P)H mehr übrig ist. 
 
Bei der indirekt-enzymgekoppelten Cofaktorregenerierung wird neben einem 
Mediator ein weiteres Enzym zur Übertragung der Elektronen eingesetzt. Mögliche 
Beispiele für diese Enzyme sind Diaphorase, Lipoaminddehydrogenase, 
Ferredoxinreduktase oder so genannte AMAPORs (von artificial-mediator-accepting 
pyridine-nucleotide oxidoreductase). Als Mediator wird meist Methylviologen 
eingesetzt. Für diese Methode der Regenerierung sind mehrere Anwendungen 
bekannt,[48, 54, 107-110] obwohl durch den Einsatz des zweiten Enzyms ein wichtiger 
Vorteil der elektrochemischen Cofaktorregenerierung verloren geht. Die 
Reaktionsbedingungen müssen nun an zwei Enzyme angepasst werden und die 
Biokatalysatoraufarbeitung wird erschwert.  
 
Bei der indirekten Regenerierung werden die Elektronen nur mit Hilfe eines 
Mediators übertragen. Verbindungen, die für diesen Zweck in Frage kommen 
müssen folgende Bedingungen erfüllen[111]:  
1. Der Mediator muss zwei Elektronen oder ein Hydridion in einem Schritt 
übertragen. 
2. Das Potential der elektrochemischen Aktivierung des Mediators muss weniger 
negativ als – 0,9 V vs. SCE liegen, damit die direkte Regenerierung des 
Cofaktors unterbunden wird. 
3. Der Mediator darf die aufgenommen Elektronen nur auf den Cofaktor und nicht 
auf andere sich in der Lösung befindende Verbindungen übertragen. 
4. Es darf nur enzymaktives 1,4-NAD(P)H gebildet werden.  
 
Eine Verbindung, die diesen vier Forderungen nachkommt, ist der in dieser Arbeit 
verwendete Rhodiummediator (2,2'-Bipyridin-κN1,κN1')chloro[(1,2,3,4,5-η)-1,2,3,4,5-
pentamethyl-2,4-cyclopentadien-1-yl]-rhodium(III)-chlorid (Rhbpy, siehe Abbildung 3-
21), der schon mehrfach zur Regenerierung von NAD(P)H eingesetzt wurde.[53, 54, 56, 
57, 111, 112]
 Für diese Verbindung sind schon detaillierte Untersuchungen in Bezug auf 
den Mechanismus der elektrochemischen Reduktion des Mediators, das 
elektrochemische Anregungspotential, das Vermögen NAD(P)H zur regenerieren und 
den Einfluss des pH-Wertes des Reaktionsmedium durchgeführt worden.[111, 113, 114]  
Darüber hinaus wurde auch das Einsatzpotential verschiedener Derivate dieser 
Verbindung untersucht.[55, 114, 115] 
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Die elektrochemische Reduktion von Rhbpy umfasst mehrere Reaktionsschritte[111]: 
 
[Cp*RhIII(bpy)L]2+ + e-   [Cp*RhII(bpy)L]+    [1] 
[Cp*RhII(bpy)L]+     [Cp*RhII(bpy)]+ + L    [2] 
[Cp*RhII(bpy)L]+ + e-    Cp*RhI(bpy) + L    [3] 
[Cp*RhII(bpy)]+ + e-     Cp*RhI(bpy)     [4] 
 
Für die Regenerierung von NAD(P)H muss der Mediator von RhIII zu RhI reduziert 
werden. Dazu wird zunächst ein Elektron auf den Mediator übertragen (Reaktion 1). 
Anschließend verlässt ein Ligand (in wässriger Lösung entweder Wasser oder 
Chlorid) die Koordinationssphäre des Rhodiums (Reaktion 2) und der Komplex wird 
wiederum reduziert (Reaktion 4). Alternativ kann der primär gebildete RhII-Komplex 
auch direkt unter Verlust des Liganden L reduziert werden (Reaktion 3). 
 
Nach der ersten Reduktion ist darüber hinaus auch eine Disproportionierung von 
zwei RhII zu RhIII und RhI möglich:  
 
[Cp*RhII(bpy)L]+ + [Cp*RhII(bpy)]+  Cp*RhI(bpy) + [Cp*RhIII(bpy)L]2+  [5] 
 
Nach dem zweiten Reduktionsschritt kann schließlich ein Proton aufgenommen 
werden (Reaktion 5). 
 
Cp*RhI(bpy) + H+     [Cp*RhI(bpy)H]+    [6] 
 
Der so aktivierte Rhodiumkomplex ist in der Lage ein Hydridion auf NAD(P)+  zu 
übertragen, wodurch der Mediator wieder in seine Ausgangsform überführt und 
NAD(P)H gebildet wird:  
 
[Cp*RhI(bpy)H]+ + NAD(P)+ + L   [Cp*RhIII(bpy)L]2+ + NAD(P)H  [7] 
 
Misst man cyclische Voltammogramme einer wässrigen Lösung des nach einer 
Methode von Kölle und Grätzel[116] synthetisierten Rhodiummediators mit 
unterschiedlichen Vorschubgeschwindigkeiten und fasst die jeweiligen Strom-
Spannungskurven in einem Diagramm zusammen, ergibt sich folgendes: 
Abbildung  3-21: Rhodiummediator (Rhbpy) 
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Beim Potentialhinlauf (unterer Teil der Kurve in Abbildung 3-22) ist im Bereich 
zwischen - 600 mV und - 1000 mV ein breiter Peak zuerkennen. Dieser resultiert aus 
einer Überlagerung der beiden Peaks, die man bei der Übertragung zweier 
Elektronen (von RhIII zu RhII und anschließend von RhII zu RhI) erwarten würde. Da 
die Redoxpotentiale dieser Reaktionen sehr nah beieinander liegen, wird jedoch 
nicht für jede Elektronenübertragung ein eigener Peak ausgebildet, sondern die 
Signale verschmelzen zu einem gemeinsamen Reduktionspeak. Der Stromfluss 
wächst proportional mit zunehmender Vorschubgeschwindigkeit. Dieser 
Zusammenhang wird mit der Randles-Sevčik-Gleichung folgendermaßen 
beschrieben: 
vDcAn1069,2I Rhbpy2
3
5
⋅⋅⋅⋅⋅⋅=  für T = 25 °C Gleichung (5) 
I = Strom 
n = Anzahl der übertragenen Elektronen 
A = Fläche der Elektrode 
c = Konzentration 
D = Diffusionskoeffizient 
v = Vorschubgeschwindigkeit 
 
Anhand der Gleichung kann man erkennen, dass der Strom durch den 
Massentransport zur Elektrode (Diffusion) kontrolliert wird. 
Abbildung  3-22: Cyclische Voltammogramme von Rhbpy mit variierten 
Vorschubgeschwindigkeiten 
50 mmol·L-1 KPi pH 7, 0,5 mmol·L-1 Rhbpy, Volumen: 20 mL, mit Argon entgast, oberes 
Umkehrpotential: - 200 mV, unteres Umkehrpotential: -1000 mV, Vorschubgeschwindigkeit: 
9; 16; 25; 36; 49; 64; 81 mV·s-1, Empfindlichkeit: 10 µA, Arbeitselektrode: Graphit, 
Gegenelektrode: Platin, Referenzelektrode: Ag|AgCl 
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Bei zunehmender Potentialvorschubgeschwindigkeit verschieben sich außerdem die 
Reduktionspeakpotentiale zu kathodischeren Werten. Bei niedrigen 
Vorschubgeschwindigkeiten tritt neben der heterogenen Reaktion zwischen 
Rhodiumkomplex und Elektrode zusätzlich eine schnelle, homogene 
Elektronenübertragungsreaktion auf: Die bei der Beschreibung der Reduktion von 
Rhbpy erwähnte Disproportionierung läuft ab. Die bei geringfügig negativerem 
Potential ablaufende Reduktion von RhII zu RhI kann nicht erfolgen, da vor Erreichen 
des Redoxpotential schon alles RhII zu RhIII und RhI disproportioniert ist. Bei höheren 
Vorschubgeschwindigkeiten ist die Zeit zwischen Erreichen der ersten und der 
zweiten Redoxstufe nicht ausreichend um alle RhII-Teilchen durch 
Disproportionierung umzusetzen und die elektrochemische Reduktion zu RhI kann 
stattfinden. Durch die damit verbundene Verschiebung des Peakmaximums kann 
man die Reduktionspotentiale nicht exakt ermitteln. 
 
Misst man cyclische Voltammogramme des Rhodiummediators in Gegenwart von 
NAD(P)+, dann tritt der so genannte „katalytische Effekt“ auf. In Gegenwart von 
NAD(P)+ läuft nach der Aktivierung des Mediators die Reduktion des Cofaktors zu 
NAD(P)H und die damit verbundene Überführung des Mediators in seine 
Ausgangsform ab. In dieser Form kann der Mediator wieder elektrochemisch aktiviert 
werden und trägt so zu einer Erhöhung des Stroms bei. Mit steigender Konzentration 
an NAD(P)+ nimmt auch der Peakstrom zu (siehe Abbildung 3-23). 
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Abbildung  3-23: Katalytischer Effekt von Rhbpy in Gegenwart von NADP+ 
50 mmol·L-1 KPi pH 7, 0,5 mmol·L-1 Rhbpy, variierte Konzentration an NADP+, Volumen: 20 mL, 
mit Argon entgast, oberes Umkehrpotential: - 200 mV, unteres Umkehrpotential: -1000 mV, 
Vorschubgeschwindigkeit: 9 mV·s-1, Empfindlichkeit: 10 µA, Arbeitselektrode: Graphit, 
Gegenelektrode: Platin, Referenzelektrode: Ag|AgCl 
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Im Folgenden ist der Einfluss von [EMPY] [EtSO4] auf voriges Experiment 
beschrieben. [EMPY] [EtSO4] wurde ausgewählt, da mit dieser IL für beide ADHs ein 
akzeptabler Kompromiss für Aktivität, Stabilität, Cofaktorstabilität, Substratlöslichkeit 
und Leitfähigkeit möglich ist. Führt man den gleichen Versuch mit einem Zusatz von 
10 Vol% [EMPY] [EtSO4] durch, ergibt sich eine Verschiebung des Reduktions-
potentials um ~ 60 mV auf ~ - 750 mV vs. Ag|AgCl (Abbildung 3-24). Zum Erreichen 
des Aktivierungspotentials scheint eine höhere Überspannung nötig zu sein. Da das 
Potential jedoch immer noch deutlich niedriger liegt als das Potential, bei dem die 
Dimerisierung von NAD(P)+ auftritt (- 942 mV vs. Ag|AgCl), kann die elektro-
chemische Regenerierung von NADPH in Gegenwart von [EMPY] [EtSO4] bei 
diesem Potential durchgeführt werden.  
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Die Zugabe von Acetophenon, (R)- bzw. (S)-Phenylethanol, LbADH und ADH T hat 
keinen Einfluss auf die CVs. Das Substrat, die Produkte und die Enzyme gehen im 
untersuchten Potentialbereich somit keine unerwünschten elektrochemischen 
Reaktionen ein.  
Abbildung  3-24: Katalytischer Effekt von Rhbpy in Gegenwart von NADP+ und 
10 Vol% [EMPY] [EtSO4] 
90 Vol% 50 mmol·L-1 KPi pH 7 + 10 Vol% [EMPY] [EtSO4], 0,5 mmol·L-1 Rhbpy, variierte 
Konzentration an NAD(P)+, Volumen: 20 mL, mit Argon entgast, oberes Umkehrpotential: 
-200 mV, unteres Umkehrpotential: -1000 mV, Vorschubgeschwindigkeit: 9 mV·s-1, 
Empfindlichkeit: 10 µA,  Arbeitselektrode: Graphit, Gegenelektrode: Platin, Referenzelektrode: 
Ag|AgCl 
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3.7 Präparative Elektrolysen 
3.7.1 Reaktionsgefäß und reaktionstechnische  Kenngrößen 
Alle im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen elektroenzymatischen Synthesen 
wurden in einem Satzreaktor (Batch; siehe Abbildung 3-25 und 3-26) durchgeführt. 
 
Magnetrührer
Kühlwasserzufluss
Kühlwasserabfluss
Arbeitselektrode
Gegenelektrode
Schlauch zur Begasung
Referenzelektrode
 
Als Reaktor für die elektroenzymatische Synthese wurde ein doppelwandiges Gefäß 
mit Kühlwasserzufluss und -abfluss genutzt, in dessen Mitte die benötigten 
Elektroden platziert werden können. Die Arbeitselektrode besteht aus einem 
Graphitvlies, das zum Kontaktieren an einem zylindrischen Stahlgestell befestigt 
wurde. Als Gegenelektrode wurde ein Platindraht verwendet, der zur Realisierung 
einer geteilten elektrochemischen Zelle von einem Dialysesack umgeben ist. Eine 
käuflich erworbene Ag|AgCl-Elektrode diente als Referenzelektrode. Alle Elektroden 
wurden mit einem Potentiostaten verbunden und mit diesem das benötigte Potential 
angelegt. Je nach Reaktion wurde das Reaktionsmedium über einen Schlauch mit 
Argon entgast oder mit Sauerstoff begast.  
 
Abbildung  3-25: Reaktionsgefäß für elektroenzymatische Synthesen 
Abbildung  3-26: Schematische Darstellung des Reaktionsgefäß 
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Um die Ergebnisse der Reaktionen zu vergleichen werden die folgenden 
Kenngrößen herangezogen. 
 
• Raum-Zeit-Ausbeute 
 
ReaktionReaktion
Produkt
tV
mRZA
⋅
=       Gleichung (6) 
 
Die Raum-Zeit-Ausbeute ist ein Maß für die Produktivität einer Synthese. Sie sagt 
aus, wie viel Masse an Produkt pro Liter und Tag bei einer Reaktion entsteht.  
 
• Zyklenzahl (Katalysatorausnutzung) 
 
mol/n
mol/n
number turnover total
rKatalysato
Produktttn ==    Gleichung (7) 
 
Die Zyklenzahl gibt Auskunft über die Stoffmenge an Produkt in mol, die pro mol 
Katalysator umgesetzt wird und ist somit eine besonders wichtige Kenngröße für 
Reaktionen bei denen der Katalysator unter Reaktionsbedingungen nicht stabil ist. 
 
• Wechselzahl des Mediators 
       
        Gleichung (8) 
    
 
Die Wechselzahl gibt an, wie oft der Mediator pro Zeiteinheit (oft pro Stunde) den 
katalytischen Zyklus durchlaufen hat.  
 
• Enantiomerenüberschuss 
 
%100  ee
EnantiomerEnantiomer
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+
−
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Der Enantiomerenüberschuss ist ein Maß für die Selektivität des Katalysators. Je 
höher der Enantiomerenüberschuss, desto höher ist der Anteil eines Enantiomers im 
entstehenden Produkt. 
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nfrequencyturnover
Mediator
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⋅
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3.7.2 Synthesen mit elektrochemischer NADPH Regenerierung 
Anhand der Voruntersuchungen zu diesem Reaktionssystem wurde die IL [EMPY] 
[EtSO4] ausgewählt, die abschließend als Leitsalz und Cosolvens für die 
elektroenzymatische Synthese im Satzreaktor eingesetzt werden soll. Bei den 
Versuchen wurden jedoch ein drastischer Einbruch der Enzymaktivität und lediglich 
eine sehr geringe Produktentwicklung sichtbar, obwohl laut verschiedener 
Publikationen diese Form der Cofaktorregenerierung und die Ankopplung an eine 
enzymatische Reaktion möglich sind.[53, 54, 56, 57, 111, 112] Bei genaueren 
Untersuchungen zeigt sich, dass die Biokatalysatoren in Gegenwart des Mediators 
nicht stabil sind: 
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Lagert man die Enzyme in einer Pufferlösung die 0,2 mmol·L-1 Rhbpy enthält wird die 
Halbwertszeit drastisch reduziert (Abbildung 3-27). Auch die durch die ILs bewirkte 
Stabilitätserhöhung kann diesen Effekt nicht ausreichend kompensieren. Es ist zwar 
möglich, die Lagerstabilität der ADHs auch in Gegenwart von Rhbpy zu steigern 
(Abbildung 3-28) und einen drastischen Aktivitätsabfall während der Synthese zu 
verhindern, jedoch ist immer noch kaum Produktentwicklung nachweisbar.  
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Abbildung  3-27: Stabilität der ADHs in Gegenwart von Rhbpy 
Die Proben wurden bei 25 °C gelagert und wie unter 8.7.1 beschrieben vermessen. 
Abbildung  3-28: Stabilität der LbADH in Gegenwart von Rhbpy in reiner 
Pufferlösung und Pufferlösung mit 10 Vol% [EMPY] [EtSO4]  
Die Proben mit 0,2 mmol·L-1 Rhbpy wurden bei 25 °C gelagert und wie unter 8.7. 1 beschrieben 
vermessen. 
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In der Literatur sind viele Beispiele für erfolgreiche elektroenzymatischen Synthesen 
mit Regenerierung von NAD(P)H über Rhbpy bekannt, jedoch wurde nur 
vergleichsweise selten von Problemen während dieser Synthesen berichtet und die 
Ursachen für diese nur oberflächlich untersucht.[57, 114] Neben den Enzymstabilitäts-
problemen wurden auch Stabilitätsprobleme des Mediators während der Synthesen 
erwähnt. Mediator und Biokatalysator scheinen sich gegenseitig negativ zu 
beeinflussen, weshalb für die Durchführung effektiver Synthesen weitere 
Untersuchungen nötig sind. Da es im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit nicht mehr 
möglich war eine reaktionstechnische Lösung dieses Problems zu realisieren, wird im 
Folgenden nur der Einfluss von [EMPY] [EtSO4] auf die elektrochemische 
Regenerierung von NADPH (geschwindigkeitsbestimmender Schritt der Synthesen) 
dargestellt. 
 
Zunächst wurde die elektrochemische Reduktion von NADP+ zu NADPH in einer 
wässrigen Pufferlösung untersucht. Abbildung 3-29 gibt den Reaktionsverlauf dieser 
Synthese wieder:  
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Da die elektrochemische Aktivierung den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt 
dieser Reaktion darstellt folgt die Produktentwicklung einem zeitlich linearen Verlauf. 
Es ergibt sich eine Produktivität von 27,1 mmol·L-1·d-1 und eine Wechselzahl in Höhe 
von 22,6 h-1 für den Mediator.  
 
Abbildung  3-29: Elektrochemische Reduktion von NADP+ 
50 mmol·L-1 KPi pH 7 mit Argon entgast, Volumen: 200 mL, 0,05 mmol·L-1 Rhbpy, 2,5 mmol·L-1 
NAD(P)+, Arbeitselektrode: Graphit, Gegenelektrode: Platin, Referenzelektrode: Ag|AgCl, 
Potential: - 750 mV vs. Ag|AgCl 
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Unter vergleichbaren Reaktionsbedingungen wurden auch die Synthesen mit 
verschiedenen Anteilen an [EMPY] [EtSO4] im Reaktionsmedium durchgeführt. Es 
ergeben sich ähnliche Reaktionsverläufe wie bei der Synthese in reinem Puffer 
dargestellt. In Tabelle 3-4 sind die wichtigsten Kenngrößen der jeweiligen Synthesen 
zusammengefasst: 
Reaktionsmedium RZA / mmol·L-1·d-1 tofRhbpy / h-1 
100 % Puffer 27,1 22,6 
2 Vol% [EMPY] [EtSO4]  
+ 98 Vol% Puffer 
36,8 30,7 
5 Vol% [EMPY] [EtSO4] 
+ 95 Vol% Puffer 
50,6 42,2 
10 Vol% [EMPY] [EtSO4] 
+ 90 Vol% Puffer 
74,2 61,8 
 
Mit steigendem Anteil an [EMPY] [EtSO4] im Reaktionssmedium werden bessere 
Ergebnisse bezüglich Produktivität und Wechselzahl des Mediators Rhbpy erreicht. 
Trägt man die jeweiligen Kenngrößen in einem Diagramm gegen den Volumenanteil 
an [EMPY] [EtSO4] auf, so ergibt sich folgendes: 
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Tabelle  3-4: Zusammenfassung der Ergebnisse der  elektrochemischen 
Reduktion von NADP+ 
Abbildung  3-30: Kenngrößen der elektrochemischen Reduktion von NADP+ 
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Durch die erhöhte Leitfähigkeit des Reaktionsmediums wird die elektrochemische 
Aktivierung des Mediators beschleunigt, die Wechselzahl für den Mediator und damit 
auch die Produktivität der Synthesen nehmen linear mit steigendem Anteil an [EMPY] 
[EtSO4] zu (Abbildung 3-30). Die IL hat somit einen positiven Einfluss auf die 
elektrochemische Reduktion von NADP+ und die Kopplung mit einer 
enzymkatalysierten Reaktion könnte viel versprechende Ergebnisse liefern. 
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3.8 Zusammenfassung 
Der Einfluss verschiedener ILs auf die Alkoholdehydrogenase-katalysierte Synthese 
von (R)- bzw. (S)-Phenylethanol und auf die elektrochemische Regenerierung des 
Cofaktors NADPH wurde ermittelt: 
 
• Die Aktivität der LbADH kann durch Volumenanteile < 2 Vol% der ILs [MMIM] 
[Me2PO4], [EMIM] [EtSO4], [EMPY] [EtSO4] und [EMIM] [MDEGSO4] 
geringfügig gesteigert werden. Größere Volumenanteile dieser ILs haben, 
ebenso wie die anderen untersuchten ILs, einen negativen Einfluss auf die 
Aktivität. Die besten Ergebnisse mit 66 % Restaktivität werden mit 10 Vol% 
[EMPY] [EtSO4] erzielt. 
 
• Die Stabilität der LbADH kann durch IL-Zugabe gesteigert oder gesenkt 
werden. Mit den ILs [EMIM] [EtSO4], [EMIM] [MDEGSO4], [EMPY] [EtSO4] und 
[MMIM] [MeSO4], [EM(OH)PY] [EtSO4] werden verbesserte Halbwertszeiten 
erzielt, wobei die höchste Stabilität mit einer Halbwertszeit von ~ 150 h mit 
10 Vol% [EM(OH)PY] [EtSO4] erreicht wird. 
 
• Die Aktivität der ADH T nimmt für alle untersuchten ILs mit steigendem 
Volumenanteil ab. Den geringsten Einfluss hat [EMIM] [Et2PO4] mit einer 
Restaktivität von 60 % bei einem Volumenanteil von 10 %. 
 
• Die Stabilität der ADH T kann durch IL-Zugabe gesteigert oder gesenkt 
werden. Die besten Halbwertszeiten werden mit den ILs [EMIM] [MDEGSO4] 
(t1/2 = 45 d mit 10 Vol%) und [EMPY] [EtSO4] (t1/2 = 35 d mit 10 Vol%) erreicht. 
 
• Die Stabilität von NADPH kann durch IL-Zugabe gesteigert werden. Die 
Halbwertszeiten nehmen mit steigendem Anteil an IL zu. Mit 10 Vol% [EMPY] 
[EtSO4] wird so die höchste Halbwertszeit von ~ 42 h möglich.  
 
• Die Stabilität von NADH kann durch IL-Zugabe gesteigert werden. Die 
Halbwertszeiten nehmen mit steigendem Anteil an IL zu. Mit 10 Vol% [EMPY] 
[EtSO4] wird so die höchste Halbwertszeit von ~ 129 h möglich. 
 
• Die Stabilitäten der oxidierten Cofaktoren NADP+ und NAD+ werden durch 
die ILs nicht beeinflusst. 
 
• Die Löslichkeit von Acetophenon nimmt mit steigendem Volumenanteil der 
untersuchten ILs zu. Die besten Ergebnisse wurden mit [EMPY] [EtSO4], 
[BMIM] [MeSO4], [EMIM] [MDEGSO4], [EMIM] [EtSO4] erzielt, mit denen schon 
bei  8 Vol% IL eine Löslichkeit > 50 mmol·L-1 erreicht wird. 
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• Die Leitfähigkeit des Reaktionsmediums wird durch die Zugabe aller 
untersuchten ILs gesteigert. Gute Ergebnisse werden mit [MMIM] [Me2PO4], 
[EMIM] [EtSO4] und [EMPY] [EtSO4] erreicht. Mit 10 Vol% [MMIM] [Me2PO4] 
wird die höchste Steigerung auf 28 mS·cm-2 erzielt.   
 
Bei den Voruntersuchungen stellte sich [EMPY] [EtSO4] als eine für die untersuchte 
Reaktion geeignete IL heraus. Aufgrund nicht erwarteter Stabilitätsprobleme des 
Rhodiummediators und beider Enzyme unter Reaktionsbedingungen, wurden mit 
dieser IL nur elektrochemische Synthesen von NADPH aus NADP+ mit 
unterschiedlichen Volumenanteilen an IL durchgeführt: 
 
• Die Wechselzahl des Mediators Rhbpy nimmt mit steigendem Anteil an 
[EMPY] [EtSO4] auf bis zu 61,8 h-1 für 10 Vol% zu. 
 
• Die Produktivität der Synthesen wächst mit steigendem Anteil an [EMPY] 
[EtSO4]. Für 10 Vol% [EMPY] [EtSO4] ergibt sich eine Produktivität von  
74,2 mmol·L-1·d-1. 
 
Am Beispiel der elektrochemischen Synthese von NADPH konnte gezeigt werden, 
dass ILs erfolgreich bei der elektrochemischen Regenerierung von NAD(P)H 
eingesetzt werden können. Da bei den Voruntersuchungen für dieses 
Reaktionssystem auch positive Ergebnisse bezüglich Enzymstabilität, 
Cofaktorstabilität und  Actophenonlöslichkeit erzielt wurden, scheint die Ankopplung 
einer enzymatischen Reaktion an die Regenerierung besonders viel versprechend. 
 56 
  
 
 
 57 
4 D-Aminosäureoxidase-katalysierte Racematspaltung 
4.1 Einleitung 
D-Aminosäureoxidasen (D-AAO, E.C. 1.4.3.3)  katalysieren die oxidative 
Desaminierung verschiedenster D-Aminosäuren zu ihren korrespondierenden 
Iminsäuren, die in wässrigen Reaktionsmedien zu den jeweiligen α-Ketosäuren und 
Ammoniak hydrolysieren (Abbildung 4-1): 
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Aufgrund ihrer katalytischen Wirkung besitzen D-AAOs ein breites 
Anwendungspektrum: Besonders wichtig sind sie für die Produktion von 7-Amino-
cephalosporinsäure aus Cephalosporin, das zur Herstellung von über 50  
halbsynthetischen Cephalosporinantibiotika benötigt wird.[117] Hierbei katalysiert die 
D-AAO die Umwandlung von Cephalosporin zur α-Ketoadipyl-7-Aminocephalo-
sporinsäure, die in zwei weiteren Syntheseschritten zur 7-Aminocephalosporinsäure 
umgesetzt werden kann (Abbildung 4-2). 
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Außerdem sind D-AAOs für die Synthese hochreiner L-Aminosäuren,[118-121] 
verschiedener α-Ketosäuren (für die Therapie chronischer Urämie),[122] und 
Aromastoffen von Interesse.[123] Zu analytischen Zwecken werden sie darüber hinaus 
in HPLC-Detektoren[124]  und Biosensoren[125] eingesetzt. 
 
 
Abbildung  4-1: Katalytische Wirkung von D-AAOs und hydrolytische Bildung 
von α-Ketosäuren in Wasser 
Abbildung  4-2: Synthese von 7-Aminocephalosporinsäure 
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Aminosäureoxidasen gehören zur Klasse der Flavoenzyme, d.h. sie enthalten 
Flavinadenindinucleotid (FAD) bzw. Flavinmononucleotid (FMN) als Cofaktor. Im 
Gegensatz zu NAD(P)(H)-abhängigen Enzymen ist der Cofaktor nicht frei dissoziiert, 
sondern direkt am Enzym gebunden. Im Rahmen der Dissertation wird eine FAD-
abhängig D-AAO aus Trigonopsis variabilis untersucht (Abbildung 4-3): 
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Die Redoxaktivität der D-AAO geht vom Isalloxazinrest des FAD aus. Zwei 
verschiedene Reaktionsmechanismen sind postuliert worden: Der „Carbanion-
mechanismus“, hierbei geht man davon aus, dass das Substrat ein Proton abspaltet 
und so ein reaktives Carbanion bildet wird, das mit dem Isalloxazinrest des FAD 
reagiert. Während laut „Hydridmechanismus“ das FAD durch direkten Hydridtransfer 
reduziert wird.[127] Untersuchungen zur Kinetik, Substratspezifität, sowie 
Röntgenstrukturanalysen stützen die These des „Hydridmechansimus“, der in 
Abbildung 4-4 dargestellt ist: 
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Zur Regenerierung der D-AAO muss der reduzierte Cofaktor wieder oxidiert werden. 
Eine einfache Möglichkeit hierzu ist die Regenerierung über molekularen Sauerstoff. 
Dabei entsteht jedoch Wasserstoffperoxid als Nebenprodukt, das in den meisten 
Fällen die Stabilität der Enzyme drastisch beeinflusst. Die Auswirkung kleinster 
Mengen H2O2 auf die Stabilität der D-AAO wird durch Abbildung 4-5 verdeutlicht: 
Abbildung  4-3: D-Aminosäureoxidase aus Trigonopsis variabilis[126]  und FAD 
Abbildung  4-4: Hydridmechanismus zur Reduktion von FAD 
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Der negative Einfluss des Nebenprodukts auf die Halbwertszeit der D-AAO ist selbst 
bei kleinen Konzentrationen an Wasserstoffperoxid deutlich zu erkennen. In 
Gegenwart von lediglich 10 mmol·L-1 H2O2 reduziert sich die Halbwertszeit auf 
100 min im Vergleich zu ~ 500 min in reinem Puffer. Durch den Zusatz an Catalase 
kann die Menge an H2O2 im Reaktionsmedium reduziert werden, jedoch ist auch in 
diesen Fällen die Lebensdauer der Flavoenzyme meist nur begrenzt.[115] Die 
anaerobe, elektrochemische Regenerierung des Cofaktors repräsentiert eine 
Möglichkeit die H2O2-Entstehung gänzlich zu vermeiden. Da ein direkter 
Elektronenaustausch mit der Elektrode durch die abschirmende Proteinhülle des 
Enzyms nicht möglich ist, muss ein Mediator eingesetzt werden, der die Elektronen 
von der Elektrode zum Cofaktor transportiert. Für diesen Zweck haben sich 
verschiedene Ferrocenderivate bewährt.[115, 128] Abbildung 4-6 stellt das Reaktions-
schema für die elektrochemische Regenerierung der D-AAO über Ferrocen-
carbonsäure während der Spaltung eines Methioninracemats dar. Im Folgenden soll 
der Einfluss verschiedener ILs auf dieses Reaktionssystem untersucht werden. 
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Abbildung  4-5: Stabilität der D-AAO in Gegenwart von H2O2  
Die D-AAO wurde in 100 mmol·L-1 KPi pH 8 + x mmol·L-1 H2O2 bei 25 °C gelagert  und wie unter 
8.7.2 beschrieben vermessen. 
Abbildung  4-6:  Elektrochemische Regenerierung der D-AAO 
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4.2 Charakterisierung der D-AAO 
4.2.1 Enzymcharakterisierung und allgemeine Systemuntersuchungen 
Die käuflich erworbene D-AAO wurde als wässrige Lösung bzw. mit Glycerin versetzt 
geliefert. Da das Enzym unter diesen Bedingungen instabil und für manche 
Anwendungen zu stark verdünnt war, musste vor Verwendung des Enzympräparats 
zunächst ein Volumenaustausch mit Hilfe einer Amiconzelle durchgeführt und das 
erhaltenen Konzentrat anschließend lyophilisiert werden. Das erhaltene Lyophilisat 
wurde bei -20 °C gelagert und in dieser Form für al le nachfolgenden Untersuchungen 
eingesetzt. Tabelle 4-1 fasst die wichtigsten Ergebnisse der Charakterisierung des 
Lyophilisats der D-AAO zusammen:  
Proteingehalt des Lyophilisats 0,509 mg⋅mg-1 
⇒ 12,7 nmol⋅mg-1 (für MD-AAO = 4,0·104 g·mol-1) 
Spezifische Aktivitäten a) ~ 5,03 U⋅mgLyophilisat-1 
~ 9,88 U⋅mgProtein-1 
⇒ 0,396 U⋅nmol-1 
a)
 Die angegebenen Aktivitäten beziehen sich auf Alanin als Substrat. Die Vorgehensweise zur 
Ermittlung der Aktivität ist in Kapitel 8.7.2 beschrieben. 
 
Für isolierte AAOs sind Versuche im pH-Bereich von 7,5 – 9 beschrieben.[129, 130] Zur 
Auswahl eines geeigneten Reaktionsmediums wurde deshalb der unter 8.7.2 
beschriebenen Aktivitätsassay in Pufferlösungen mit verschiedenen pH-Werten 
durchgeführt (siehe Abbildung 4-7): 
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Tabelle  4-1: Charakterisierung der D-AAO 
Abbildung  4-7: pH-Untersuchungen der D-AAO 
10 mmol·L-1 DL-Alanin, 0,2 mg·mL-1 o-Dianisidin*2HCl, 24 U·mL-1 HRP, D-AAO in geeigneten 
Verdünnungen, verwendete Puffer: pH 6 = 100 mmol·L-1 Natriumcitrat, pH 7 – 8,5 = 100 mmol·L-1 
TEA, pH 9 – 11 = 100 mmol·L-1 Glycin   
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Aufgrund der Präferenz der D-AAO für leicht basische pH-Werte wurden 
anschließend verschiedenen Pufferlösungen mit pH 8 bzw. pH 8,5 hergestellt und mit 
diesen der Aktivitätsassay wiederholt: 
0
1
2
3
4
5
6
TEA, pH 8,5 Tris/HCl, pH 8,5 KPi, pH 8,0
A
kt
iv
itä
t /
 
U
m
g-
1
 
Im Rahmen dieser Untersuchungen wird für 100 mmol·L-1 Kaliumphosphatpuffer 
pH 8 die höchste Aktivität erzielt (Abbildung 4-8), weshalb alle weiteren 
Untersuchungen zur D-AAO mit diesem Puffer durchgeführt wurden. 
 
Zusätzlich wurde noch das Substratspektrum der D-AAO untersucht. Die Ergebnisse 
dieses Versuchs sind in Diagramm 4-9 dargestellt: 
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Die verwendete D-AAO besitzt eine besonders hohe Aktivität bezüglich D-Methionin, 
weshalb die abschließenden elektroenzymatischen Synthese mit diesem Substrat 
durchgeführt werden. Die Aktivitätsuntersuchen werden zwecks besserer 
Vergleichbarkeit weiterhin mit Alanin durchgeführt (Standardassay). 
Abbildung  4-8: Test verschiedener Pufferlösungen für die D-AAO  
10 mmol·L-1 DL-Alanin, 0,2 mg·mL-1 o-Dianisidin*2HCl, 24 U·mL-1 HRP, D-AAO in geeigneten 
Verdünnungen. Für alle Puffer wurden 100 mmol·L-1 Lösungen verwendet. 
Abbildung  4-9: Substratuntersuchungen der D-AAO 
5 mmol·L-1 D-Aminosäure, 0,2 mg·mL-1 o-Dianisidin*2HCl, 24 U·mL-1 HRP, D-AAO in geeigneten 
Verdünnungen 
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4.2.2 Aktivität der D-AAO in ILs 
Die Aktivität der D-AAO wurde deutlich durch die eingesetzten ILs beeinflusst 
(Abbildung 4-10). Lediglich für drei der 12  ILs konnte bei der geringfügigen Zugabe 
von 2 Vol% IL noch eine Restaktivität größer 75% gemessen werden. In reinem 
Puffer weist die D-AAO eine Aktivität von 9,88 U·mg-1 (bezogen auf die Menge an 
Protein des Enzymlyophilisats) auf.  
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Der Vergleich verschiedener ILs mit dem selben Kation bzw. Anion und 
unterschiedlichen Gegenionen liefert folgende Resultate: 
 
• Die Aktivität der D-AAO ist in [MMIM] [Me2PO4] höher als in [MMIM] [MeSO4]. 
 
• Für ILs mit [EMIM]+ als Kation war der Aktivitätsverlust des Enzyms ebenfalls 
in der IL mit Phosphatanion ([EMIM]  [Et2PO4]) am niedrigsten. Zweitbeste 
Ergebnisse wurden mit [EMIM] [MDEGSO4] erzielt, während in [EMIM] [EtSO4] 
der größte Aktivitätsverlust zu verzeichnen war. 
 
• Vergleichbar damit sind die Ergebnisse der [BMIM]+-ILs, in Gegenwart von 
[BMIM] [MDEGSO4] ist die D-AAO aktiver als in Gegenwart von [BMIM] 
[MeSO4].  
  
Abbildung  4-10: Aktivität der D-AAO in ILs  
10 mmol·L-1 DL-Alanin, 0,2 mg·mL-1 o-Dianisidin*2HCl, 24 U·mL-1 HRP, D-AAO in geeigneten 
Verdünnungen. Für jede IL wurden 2, 4, 6, 8 und 10 Vol%-Anteile getestet und die Werte von 
links nach rechts in der jeweiligen Gruppierung aufgetragen. Die gestrichelte, blaue Linie 
repräsentiert die Aktivität der D-AAO in reinem Puffer (100 mmol·L-1 KPi pH 8). 
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• Die Aktivität des Enzyms ist in [BMIM] [MeSO4] höher als in [MMIM] [MeSO4]. 
 
• Die Ergebnisse für [EM(OH)PY] [EtSO4] und [EMPY] [EtSO4] sind ähnlich. Die 
erzielten Aktivitäten liegen immer unter 30 %. 
 
• In [BMIM] [MDEGSO4] werden höhere Aktivitäten erzielt als in [EMIM] 
[MDEGSO4]. 
 
• Die Aktivität der D-AAO ist in [HMIM] [Br] höher als in [OMIM] [Br], jedoch sind 
die Restaktivitäten in beiden Fällen relativ niedrig. 
 
Passend zu den Untersuchungen der Enzymcharakterisierung, im Rahmen derer die 
höchste Aktivität der D-AAO in Phospatpuffer gefunden wurde, wurden auch hier die 
besten Ergebnisse mit ILs die Phosphatanionen enthalten erzielt. Lutz-Wahl et al.[31] 
berichteten sogar von einer Aktivierung der D-AAO in Gegenwart von 20 Vol% 
[MMIM] [Me2PO4], die jedoch nicht reproduziert werden konnte. 
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4.2.3 Stabilität der D-AAO in ILs 
Da die Aktivität der D-AAO durch die meisten ILs sehr stark beeinträchtigt wird, 
wurden nur für sechs ILs, die die besten Enzymaktivitäten lieferten, Stabilitäts-
untersuchungen durchgeführt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in 
Abbildung 4-11 aufgetragen. Die Halbwertszeit der D-AAO in Puffer beträgt ~ 45 h. 
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Wie auch schon bei den Ergebnissen zur Stabilität der ADHs ersichtlich, haben 
manche ILs einen stabilisierenden Effekt. Beim Vergleich der Ergebnisse sind 
deutliche Zusammenhänge zu erkennen: 
 
• Durch die Zugabe von [MMIM] [Me2PO4] und [MMIM] [MeSO4] kann die 
Stabilität deutlich gesteigert werden. Für beide ILs nimmt die Stabilität mit 
steigendem Anteil an IL zu. 
 
• [EMIM] [Et2PO4] ist ebenfalls in der Lage die D-AAO zu stabilisieren. Die 
Stabilität wächst mit zunehmender Menge an IL. Im Gegensatz dazu, nimmt 
die Stabilität des Enzyms mit steigendem Anteil an [EMIM] [MDEGSO4] 
deutlich ab, außerdem sind die erzielten Stabilitäten wesentlich niedriger als in 
reinem Puffer. 
 
• Bei [BMIM] [MDEGSO4] und [BMIM] [MeSO4] macht sich ebenfalls eine 
Destabilisierung des Enzyms bei steigendem Anteil an IL bemerkbar. Die 
Abbildung  4-11: Stabilität der D-AAO in ILs  
Die Proben wurden bei 25 °C gelagert und mit dem un ter 8.7.2 beschriebenen Assay 
vermessen. Für jede IL wurden 2, 4, 6, 8 und 10 Vol%-Anteile getestet und die Werte von links 
nach rechts in der jeweiligen Gruppierung aufgetragen. Die Halbwertszeit in reinem Puffer 
(50 mmol·L-1 KPi pH 7) betrug 45 h; sie wird durch die gestrichelte, blaue Linie repräsentiert. 
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erzielten Halbwertzeiten sind jedoch mit [BMIM] [MeSO4] besser als mit 
[BMIM] [MDEGSO4]. 
 
• Die Stabilität des Enzyms in [BMIM] [MeSO4] ist jedoch schlechter als in 
[MMIM] [MeSO4]. Während in [BMIM] [MeSO4] die Halbwertszeiten mit 
steigendem Anteil an IL abnehmen, nehmen sie in [MMIM] [MeSO4] zu und 
erreichen sogar bessere Werte als in reinem Puffer. 
 
• Wie schon erwähnt, beeinträchtigen [BMIM] [MDEGSO4] und [EMIM] 
[MDEGSO4] die Stabilität des Enzyms am stärksten. Die Halbwertszeiten sind 
deutlich niedriger als in reinem Puffer. 
 
• Für beide ILs mit Phosphatanionen wird eine Stabilisierung der D-AAO 
gemessen, die umso deutlicher wird, je mehr IL im Reaktionsmedium 
enthalten ist. 
 
Anhand der Aktivitäts- und Stabilitätsuntersuchungen erweisen sich besonders die 
ILs [MMIM] [Me2PO4] und [EMIM] [Et2PO4] als geeignete Cosolventien/Leitsalze für 
die elektroenzymatischen Synthesen mit der D-AAO.  
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4.3 Löslichkeit von Methionin 
Im verwendeten Puffer wird eine Löslichkeit von ~ 280 mmol·L-1 für Methionin 
erreicht. Für die Synthesen ist somit eine ausreichende Löslichkeit im 
Reaktionsmedium gewährleistet. Da ILs jedoch auch die Löslichkeit von 
Verbindungen reduzieren können, wird der Einfluss der ILs auf die 
Methioninlöslichkeit dennoch untersucht. Wie im vorigen Kapitel erwähnt ist mit den 
beiden ILs [EMIM] [Et2PO2] und [MMIM] [Me2PO4] der vielversprechendste 
Kompromiss bezüglich reduzierter Aktivität und deutlich gesteigerter Stabilität der 
D-AAO möglich ist, weshalb bei den Löslichkeitsuntersuchungen auch nur diese ILs 
berücksichtigt wurden. Die Ergebnisse hierzu sind in Abbildung 4-12 dargestellt: 
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Die Löslichkeit von Methionin nimmt in Gegenwart der ILs mit steigendem 
Volumenanteil ab. Da mit 10 Vol% jedoch für beide ILs immer noch eine Löslichkeit 
um 200 mmol·L-1 erreicht wird, spielt dieser Einfluss bei den elektroenzymatischen 
Synthesen eine untergeordnete Rolle und kann vernachlässigt werden. 
 
Abbildung  4-12: Löslichkeit von Methionin in ILs 
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4.4 Einfluss ionischer Flüssigkeiten auf die Elektrochemie 
4.4.1 Leitfähigkeit des Reaktionsmediums 
Wie schon mehrfach erwähnt (Kapitel 4.2.3 und 4.3), sind von den untersuchten ILs 
[EMIM] [Et2PO2] und [MMIM] [Me2PO4] für die verwendete D-AAO am besten 
geeignet, weshalb in Abbildung 4-13 auch nur die Leitfähigkeitserhöhungen für diese 
ILs darstellt werden. Auch hier wird die Leitfähigkeitserhöhung in Abhängigkeit vom 
Anteil an IL in Vol% (Abbildung 4-13 A) und der jeweiligen Konzentrationen der IL 
(Abbildung 4-13 B) angegeben. 
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Anhand beider Diagramme wird deutlich, dass der Einfluss von [MMIM] [Me2PO4] auf 
die Leitfähigkeit des Reaktionsmediums höher ist als der von [EMIM] [Et2PO4]. Mit 
10 Vol% [MMIM] [Me2PO4] wird eine Verdopplung der Leitfähigkeit erreicht, während 
bei gleichem Volumenanteil von [EMIM] [Et2PO4] nur eine Steigerung um 50% 
möglich ist. Die abschießenden elektroenzymatischen Synthesen werden deshalb mit 
verschiedenen Volumenanteilen an [MMIM] [Me2PO4] durchgeführt.  
Abbildung  4-13: Leitfähigkeitserhöhung des Reaktionsmediums bei 25 °C  
A) bezogen auf die Zugabe der ILs in Vol%  
B) bezogen auf die Konzentration der ILs  
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4.4.2 Elektrochemische Regenerierung der D-AAO 
Wie in der Einleitung erwähnt soll die verwendete D-AAO mit Ferrocencarbonsäure 
(FcCOOH) als Mediator elektrochemisch regeneriert werden. Die Wirksamkeit dieser 
Regeneriermethode wird mit Hilfe der cyclischen Voltammetrie untersucht. 
Nachfolgend sind die wichtigsten Ergebnisse dieser Untersuchungen 
zusammengefasst. 
 
Misst man cyclische Voltammogramme einer wässrigen Lösung von FcCOOH mit 
unterschiedlichen Vorschubgeschwindigkeiten und fasst die jeweiligen Strom-
Spannungskurven in einem Diagramm zusammen, ergibt sich folgendes: 
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Beim Potentialhinlauf (oberer Teil der jeweiligen Kurven, Abbildung 4-14) ist ein 
deutlicher Peak im Bereich zwischen 250 mV und 400 mV zu erkennen. Die hier 
ablaufende elektrochemische Reaktion ist die Übertragung eines Elektrons von 
FcCOOH auf die Elektrode, es entsteht ein FcCOOH-Radikal-Kation. Beim 
Potentialrücklauf (unterer Teil der jeweiligen Kurven) ergibt sich ein Peak im Bereich 
von 200 mV bis 350 mV. Das Radikal-Kation nimmt ein Elektron auf und FcCOOH 
wird gebildet. Die elektrochemische Aktivierung von FcCOOH ist somit eine 
reversible Reaktion. Mit höheren Vorschubgeschwindigkeiten wächst der fließende 
Abbildung  4-14: Cyclisches Voltammogramm von FcCOOH mit variierten 
Vorschubgeschwindigkeiten 
100 mmol·L-1 KPi pH 8, 0,5 mmol·L-1 FcCOOH, Volumen: 20 mL, mit Argon entgast, oberes 
Umkehrpotential: 600 mV, unteres Umkehrpotential: 0 mV, Vorschubgeschwindigkeit: 9; 16; 25; 
36; 49; 64; 81 mV·s-1, Empfindlichkeit: 10 µA, Arbeitselektrode: Graphit, Gegenelektrode: Platin, 
Referenzelektrode: Ag|AgCl 
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Strom. Die Reaktion folgt somit auch der Randles-Sevčik-Gleichung (Gleichung (5), 
Kapitel 3.6.2). 
 
Die Eignung des Mediators für die Regenerierung der D-AAO kann durch die 
Untersuchung des katalytischen Effekts bestimmt werden. Dazu wird eine bestimmte 
Menge an D-AAO in einer FcCOOH-Lösung gelöst und anschließend ein CV 
aufgenommen. Danach werden dieser Lösung definierte Mengen an Methionin 
zugegeben und nach jeder Zugabe wird wieder ein CV gemessen. Abbildung 4-15 
fasst die Strom-Spannungskurven der jeweiligen Messung zusammen: 
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Die Zugabe der D-AAO ändert den Verlauf der Strom-Spannungskurve nur im 
Rahmen möglicher Messungenauigkeiten. Es ist immer noch ein deutlicher Peak für 
die Aktivierung der FcCOOH und der Umkehrung dieser Reaktion zu erkennen. Mit 
steigendem Anteil an Methionin in der Lösung steigt der bei der Hinreaktion fließende 
Strom, während der bei der Rückreaktion fließende Strom abnimmt. Die in der 
Lösung enthaltene D-AAO katalysiert die Umwandlung von D-Methionin und der am 
Enzym gebundene Cofaktor FAD wird reduziert. Durch das bei der Anregung von 
FcCOOH entstehende Radikal-Kation kann der Cofaktor regeneriert werden. Dabei 
wird FcCOOH wieder in den Grundzustand überführt und kann somit erneut 
elektrochemisch aktiviert werden, was zur Folge hat, das ein höherer Strom fließt. 
Weil das angeregte FcCOOH durch die Regenerierung von FAD und nicht durch eine 
Abbildung  4-15: Katalytischer Effekt von FcCOOH und D-AAO mit variierten 
Konzentrationen an Methionin 
100 mmol·L-1 KPi pH 8, 0,5 mmol·L-1 FcCOOH, 100 U D-AAO, variierte Konzentrationen an 
D-Methionin, Volumen: 20 mL, mit Argon entgast, oberes Umkehrpotential: 600 mV, unteres 
Umkehrpotential: 0 mV, Vorschubgeschwindigkeit: 9 mV·s-1, Empfindlichkeit: 10 µA, 
Arbeitselektrode: Graphit, Gegenelektrode: Platin, Referenzelektrode: Ag|AgCl 
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elektrochemische Reaktion wieder in den Grundzustand überführt wird, nimmt der bei 
der Rückreaktion fließende Strom ab.  
 
Es ist deutlich zu erkennen, dass die, durch die Zugabe von D-Methionin bewirkte 
Zunahme des Stromes mit steigenden Konzentrationen der Aminosäure geringer 
ausfällt. Dieser Effekt kann durch die Kinetik der D-AAO (siehe Abbildung 4-16) 
erklärt werden:  
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Da mit steigender Konzentration der Einfluss von D-Methionin auf die 
Reaktionsgeschwindigkeit geringer wird, fällt ebenfalls der Unterschied zwischen 
den, bei diesen Konzentrationen erzielten Strömen geringer aus. Nach Erreichen der 
Maximalgeschwindigkeit kann auch eine Erhöhung der Menge an Substrat den 
fließenden Strom nicht mehr beeinflussen.  
 
In Abwesenheit von FcCOOH hat die Zugabe von Methionin, der α-Ketosäure, der D-
AAO und [MMIM] [Me2PO4] keinen Einfluss auf die CVs. Das Substrat, das Produkt 
und das Enzym gehen im untersuchten Potentialbereich somit keine unerwünschten 
elektrochemischen Reaktionen ein und auch die IL hat keinen negativen Einfluss auf 
die ablaufende elektrochemische Reaktion.  
Abbildung  4-16: Kinetik der D-AAO  
Das Model wurde unter Berücksichtigung der durch das Produkt bewirkten Inhibierung 
aufgestellt. Folgende kinetischen Parameter wurden ermittelt:  
KmD-Methionin = 1,65 ± 0,21 mmol·L-1; Kiα-Ketosäure = 2,45 ± 0,32 mmol·L-1; vmax = 4,03 ± 0,15 
µmol·min-1·mg-1; R2 =  0,99335 
Reaktionsbedingungen: 100 mmol·L-1 KPi pH 8, Reaktionsvolumen 1 mL, cD-Methionin = variiert, 
0,03 mg D-AAO-Lyophilisat 
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4.5 Elektroenzymatische Synthesen 
Anhand der Voruntersuchungen wurde [MMIM] [Me2PO4] als interessanter Zusatz für 
die geplante Synthese identifiziert. Mit steigendem Anteil dieser IL im 
Reaktionsmedium wird zwar die Aktivität der D-AAO reduziert, allerdings nehmen die 
Stabilität des Enzyms und die Leitfähigkeit des Reaktionsmediums deutlich zu. Für 
die abschließenden Untersuchungen zur Ermittlung des Potentials dieser IL als 
Additiv für die elektroenzymatische Synthese wurden Versuche in reinem Puffer bzw. 
mit 2, 5 und 10 Vol% an [MMIM] [Me2PO4] durchgeführt, aussagekräftige 
Kenngrößen ermittelt und die Ergebnisse miteinander verglichen. 
 
In Abbildung 4-17 ist der generelle Reaktionsverlauf solch einer Synthese dargestellt: 
0
2
4
6
8
10
0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit / min
K
o
n
ze
n
tr
a
tio
n
 
/ m
m
o
lL
-
1
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
R
e
la
tiv
e
 
A
kt
iv
itä
t D
-
A
A
O 
/ -
D-Methionin L-Methionin Ketosäure Bilanz Aktivität
 
 
Da der geschwindigkeitsbestimmende Schritt dieser Synthese die elektrochemische 
Oxidation der Ferrocencarbonsäure ist, folgt die Produktentstehung und damit auch 
die Eduktabnahme einem linearen Verlauf. Die Summe aus abreagierendem 
D-Methionin und entstehender α-Ketosäure ist unter dem Begriff „Bilanz“ 
zusammengefasst. Da bei einem Racemat D- und L-Methionin in gleicher Menge 
Abbildung  4-17: D-AAO-katalysierte Spaltung eines Methioninracemats mit 
elektrochemischer Regenerierung  
300 mL 100 mmol·L-1 KPi pH 8; 18 mmol·L-1 DL-Methionin, 0,5 mmol·L-1 FcCOOH, ~ 60 mg 
D-AAO Arbeitselektrode: zylindrisches Graphitvlies, Gegenelektrode: Platin, Referenz-
elektrode: Ag|AgCl, Potential: 350 mV vs. Ag|AgCl 
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vorliegen sollten, entspricht der Bilanzverlauf in etwa der Konzentration an 
L-Methionin. Abweichungen sind auf Messungenauigkeiten zurückzuführen. Nach 
130 min ist das eingesetzte D-Methionin vollständig zur korrespondierenden 
α-Ketosäure umgesetzt worden. Besonders auffällig ist die starke Desaktivierung der 
D-AAO während der Synthese. Unter Reaktionsbedingungen ergibt sich eine fast 
lineare Abnahme der Aktivität der D-AAO über die Zeit. Die gewünschte Steigerung 
der Stabilität des Enzyms durch anaerobe, elektrochemische Regenerierung konnte 
somit nicht realisiert werden.  
 
Unter vergleichbaren Reaktionsbedingungen wurden auch die Synthesen mit einem 
Anteil an [MMIM] [Me2PO4] im Reaktionsmedium durchgeführt. Es ergeben sich 
ähnliche Reaktionsverläufe wie für den Versuch in reinem Puffer dargestellt. In 
Tabelle 4-2 sind die wichtigsten Kenngrößen der jeweiligen Synthesen 
zusammengefasst:  
Reaktionsmedium 
RZA 
/ g·L-1·d-1 
ee / % ttnD-AAO 
tofFcCOOH 
/ h-1 
100 % Puffer 17,6 99,9 6300 8,64 
2 Vol% [MMIM] [Me2PO4]  
+ 98 Vol% Puffer 
20,0 99,9 7800 9,82 
5 Vol% [MMIM] [Me2PO4]  
+ 95 Vol% Puffer 
22,4 99,9 11100 11,0 
10 Vol% [MMIM] [Me2PO4] 
+ 90 Vol% Puffer 
27,1 99,9 15000 13,3 
 
 
Tabelle  4-2: Zusammenfassung der Ergebnisse der D-AAO-katalysierten 
Spaltung eines Methioninracemats mit elektrochemischer FAD-Regenerierung 
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Trägt man die jeweiligen Kenngrößen in einem Diagramm gegen den Volumenanteil 
an [MMIM] [Me2PO4] auf, so ergibt sich folgendes: 
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Der positive Einfluss der IL auf die Synthesen zeigt sich deutlich; sowohl die 
Wechselzahl für den Mediator, die Produktivität der Synthesen und die 
Katalysatorausnutzung nehmen linear mit steigendem Anteil an [MMIM] [Me2PO4] zu 
(Abbildung 4-18). Durch die erhöhte Leitfähigkeit des Reaktionsmediums wird die 
geschwindigkeitsbestimmende, elektrochemische Aktivierung des Mediators 
beschleunigt, weshalb die Wechselzahl für den Mediator zunimmt. Durch die 
schnellere Aktivierung des Mediators kann gleichzeitig das verbrauchte Enzym 
effektiver regeneriert werden. Da die enzymkatalysierte Reaktion viel schneller 
abläuft als der elektrochemische Reaktionsschritt, kommt die durch die IL bewirkte 
Desaktivierung noch nicht zum Tragen und die Produktivität der Synthesen steigt im 
gleichen Maß wie die Wechselzahl an.  Die Zugabe der IL scheint nicht nur die 
Lagerstabiliät der D-AAO zu erhöhen, mit steigendem Anteil an IL im 
Reaktionsmedium nimmt auch die Katalysatorausnutzung zu. 
 
Abbildung  4-18: Kenngrößen der elektroenzymatischen Synthesen zur D-AAO- 
katalysierten Racematspaltung 
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4.6 Zusammenfassung 
Der Einfluss verschiedener ILs auf die D-Aminosäureoxidase-katalysierte Spaltung 
von Aminosäureracematen mit elektrochemischer Regenerierung des Cofaktors FAD 
wurde ermittelt: 
 
• Die Aktivität der D-AAO nimmt in Gegenwart ionischer Flüssigkeiten ab, 
wobei der negative Einfluss der ILs [EMIM] [Et2PO4] (65% Restaktivität bei 
10 Vol%) und [MMIM] [Me2PO4] (56 % Restaktivität bei 10 Vol%) am 
geringsten ist.  
 
• Die Stabilität der D-AAO kann durch IL-Zugabe gesteigert und gesenkt 
werden. Die besten Halbwertszeiten werden mit den ILs [EMIM] [Et2PO4] 
(t1/2 = 116 h bei 10 Vol%) und [MMIM] [Me2PO4] (t1/2 = 102 h bei 10 Vol%) 
erreicht. 
 
• Die Löslichkeit von Methionin nimmt mit steigendem Volumenanteil der 
untersuchten ILs auf ~ 200 mmol·L-1 bei 10 Vol% ab.  
 
• Die Leitfähigkeit des Reaktionsmediums wird durch die Zugabe der 
untersuchten ILs gesteigert. Mit 10 Vol% [MMIM] [Me2PO4] wird eine 
Leitfähigkeit von ~ 32,5 mS·cm-2 erzielt. 
 
Bei den Voruntersuchungen stellte sich [MMIM] [Me2PO4] als die, für die untersuchte 
Reaktion vorteilhafteste IL heraus. Mit dieser IL wurden deshalb Synthesen mit 
unterschiedlichen Volumenanteilen an IL durchgeführt: 
 
• Die Wechselzahl des Mediators FcCOOH nimmt mit steigendem Anteil an 
[MMIM] [Me2PO4] auf 13,3 h-1 für 10 Vol% zu. 
 
• Die Produktivität der Synthesen wächst mit steigendem Anteil an [MMIM] 
[Me2PO4] auf bis zu 27,1 g·L-1·d-1 für 10 Vol%. 
 
• Die Biokatalysatorausnutzung wird durch die IL-Zugabe gesteigert, dennoch 
nimmt die Aktivität der D-AAO im Laufe der Reaktionen deutlich ab. Generell 
konnte durch die elektrochemische Regenerierung keine Stabilisierung der 
D-AAO erreicht werden.  
 
• Die Enantioselektivität der D-AAO wird durch die IL-Zugabe nicht 
beeinflusst. 
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Am Beispiel der D-Aminosäureoxidase-katalysierten Spaltung von Aminosäure-
racematen konnte gezeigt werden, dass ILs erfolgreich bei der elektrochemischen 
Regenerierung des Cofaktors FAD eingesetzt werden können.  
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5 Chloroperoxidase-katalysierte Synthese chiraler 
Sulfoxide 
5.1  Einleitung 
Das Enzym Chloroperoxidase aus Caldariomyces  fumago (CPO, E.C. 1.11.1.10) 
gehört zur Subklasse der Peroxidasen, d.h. es benötigt Peroxide als 
Redoxäquivalente. Mit Hilfe von Chloroperoxidasen können die unterschiedlichsten 
Reaktionen katalysiert werden: 
 
Bei Anwesenheit von Halogenidionen laufen vor allem Halogenierungsreaktionen  
wie z.B.  
• Oxidation von Dreifachbindungen zu Dihalogenketonen[131] 
• Einfache oder zweifache Halogenierung von aktivierten Methylen-
komponenten oder aromatischen Kohlenstoffatomen ab.[132-134] 
 
Aber auch Oxidationen können katalysiert werden: 
• Oxidation von Halogenidionen zu Hypohalogenidionen[135] 
• Oxidation von Chloriten zu Chloraten[136] 
• Oxidation von Iodid zu Iodat.[137] 
 
Unter Ausschluss von Halogenidionen können z.B. folgende Reaktionen von 
Chloroperoxidase katalysiert werden:  
• Enantioselektive Epoxidierungen[138] 
• Selektive Hydroxylierung von Kohlenwasserstoffen[139]  
• Selektive Oxidation von  primären Alkoholen zu Aldehyden[140, 141] 
• Enantioselektive Sulfoxidationen[142, 143] 
 
Wie viele andere Peroxidasen enthält die CPO Häm als prosthetische Gruppe 
(Abbildung 5-1).[144] Dabei handelt es sich um ein konjugiertes, planares Molekül in 
dem vier Pyrrolringe über Methenbrücken miteinander verbunden sind. Das im Häm 
gebundene Eisenatom ist über vier äquatoriale Stickstoffatome des Ringssystems 
und 2 Heteroatome ober- und unterhalb des Systems komplexiert. Im Falle der 
Chloroperoxidase ist einer dieser zwei Liganden ein Cysteinat-Schwefel, der andere 
ein Sauerstoffatom von O2, H2O oder Peroxiden. Strukturell ist die Chloroperoxidase 
somit den Monooxygenasen verwandt.  
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Chloroperoxidasen folgen dem generellen Wirkmechanismus von Peroxidasen (siehe 
Abbildung 5-2). Zur Anregung der CPO wird Wasser durch H2O2 als Ligand des 
Hämeisens verdrängt. Formal gesehen bildet sich eine Eisen(V)oxospezies, die 
jedoch hauptsächlich als Eisen(IV)oxoporphyrinradikalkation vorliegt (Reaktion A). 
Dieser so genannte Compound I kann auf verschiedenen Wegen wieder in seinen 
Ausgangszustand überführt werden. Da die CPO Catalaseeigenschaften besitzt, 
kann sie z.B. durch die Zersetzung von H2O2 zurück reagieren (Reaktion B). Ein 
weiterer, für Peroxidasen klassischer Reaktionsweg ist die oxidative 
Dehydrogenierung, bei der der Grundzustand über eine Zwischenstufe (Compound 
II) erreicht wird (Reaktion C). Andere für die CPO typische Reaktionen sind die 
oxidative Halogenierung (Reaktion D) bzw. die in dieser Arbeit untersuchte, direkte 
Sauerstoffübertragung auf ein Substrat (Reaktion E).  
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Abbildung  5-1: Chloroperoxidase aus Caldariomyces  fumago[145] und Häm 
Abbildung  5-2: Reaktionsmechanismus von Oxidationen mit Peroxidasen 
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Obwohl zur Aktivierung der CPO Wasserstoffperoxid benötigt wird, müssen zu hohe 
Konzentrationen des Cosubstrats vermieden werden, da die CPO durch H2O2 sowohl 
desaktiviert als auch kinetisch inhibiert wird. Die Desaktivierung resultiert aus zwei 
sich überlagernden Effekten: Zum einen tritt eine Grunddesaktivierung durch den 
oxidativen Abbau des Porphyrinrings auf, die allen Hämproteinen gemeinsam ist. 
Zum anderen kann die angeregte Spezies Compound I, anstatt mit dem Substrat 
zureagieren, durch das Cosubstrat in einen sehr instabilen Compound III überführt 
werden und so das Enzym desaktivieren (siehe Abbildung 5-3).[139]  
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Um dennoch Reaktionen mit der CPO durchführen zu können, sind unterschiedliche 
Methoden zur Cosubstratdosierung bzw. –generierung beschrieben worden. 
Beispielsweise wurde versucht, das H2O2 sensorkontrolliert nachzudosieren,[146] in 
Abhängigkeit der Qualität der Sensoren konnten lokal auftretende, hohe 
Konzentrationen dennoch nicht vermieden werden. Wurde stark verdünnte H2O2-
Lösung nachdosiert, musste man eine stetige Zunahme des Reaktionsvolumen und 
eine damit verbundene Verdünnung der Reaktionslösungen berücksichtigen. Es 
besteht auch die Möglichkeit das H2O2 in situ durch ein zweites Enzym oder eine 
chemische Reaktion nach zu dosieren.[147] Es ist jedoch schwierig die 
Reaktionsgeschwindigkeiten der unterschiedlichen Reaktion aufeinander 
abzustimmen, um einerseits eine Akkumulation von H2O2 zu vermeiden und 
andererseits eine ausreichende Produktionsrate des Cosubstrats zu gewährleisten. 
Je nach Reaktion werden zusätzlich noch weitere Cosubstrate benötigt und damit 
auch Coprodukte gebildet, wodurch die Produktaufarbeitung erschwert werden kann.  
 
Eine besonders effektive Methode der in situ Generierung von H2O2 ist die 
elektrochemische Reduktion von Sauerstoff. Da der Eintrag des Oxidationsmittels 
über eine große Oberfläche (Fläche der Arbeitselektrode) erfolgt, können lokal 
auftretende, hohe Konzentrationen an H2O2 vermieden werden. Darüber hinaus kann 
die H2O2-Produktionsrate leicht durch Variieren des Potentials geregelt werden und 
das Reaktionsvolumen bleibt konstant.  
 
Abbildung  5-3: Desaktivierung der CPO 
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Die in situ Generierung von H2O2 wurde schon mehrfach erfolgreich mit CPO-
katalysierten Reaktionen verknüpft.[72-74] Da bei diesen Reaktionen immer schwer 
wasserlösliche Sulfide als Substrate eingesetzt wurden, wurde dem 
Reaktionsmedium ein organisches Cosolvens zugesetzt, das sich jedoch negativ auf 
die Leitfähigkeit des Reaktionsmediums auswirkt. ILs könnten für diese Reaktionen 
vielversprechend sein, da sie gleichzeitig als Cosolventien und als Leitsalze 
fungieren können. Im Folgenden wird deshalb der Einfluss verschiedener ILs auf die 
CPO-katalysierte Oxidation von Thioanisol mit elektrochemischer in situ Generierung 
von H2O2 untersucht (siehe Abbildung 5-4).  
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Abbildung  5-4: CPO-katalysierte Synthese von (R)-Phenylmethylsulfoxid mit 
elektrochemischer in situ Generierung von H2O2 
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5.2 Charakterisierung der CPO 
5.2.1 Enzymcharakterisierung und allgemeine Systemuntersuchungen 
Die eingesetzte CPO lag als Suspension vor und wurde ohne weitere Vorbereitungen 
direkt bei den folgenden Versuchen eingesetzt. In Tabelle 5-1 sind die wichtigsten 
Ergebnisse der Enzymcharakterisierung zusammengefasst. Da es sich bei der CPO 
um ein Hämprotein handelt, kann der eigentliche Gehalt an CPO in der 
Proteinsuspension mit Hilfe des Bradfordassays und des so genannten Rz-Wertes 
ermittelt werden (der Rz-Wert gibt das Verhältnis von Hämprotein zum allgemeinen 
Proteingehalt an, siehe Kapitel 8-6).[148]  
Rz-Wert der Suspension  0,92 = 64 % Hämproteine a) 
Proteingehalt der Suspension 34,5 mg⋅mL-1 
⇒ 22,1 mgCPO⋅mL-1  
⇒  526 nmolCPO⋅mL-1 (für MCPO = 4,2·104 g·mol-1)b) 
Spezifische Aktivitäten c) ~ 4,21 kU·mL-1 
⇒  191 U⋅mgCPO-1 
⇒  8,02 U⋅nmolCPO-1 
a) Der Rz-Wert reiner CPO beträgt 1,44. 
b) Eine exakte Angabe der Molmasse der CPO ist nicht möglich, da diese je Glykosilierungs-
grad schwankt. Da der Anteil der Zuckerbausteine meist  25 % beträgt, wird in der Regel eine 
Molmasse von 4,2·104 g·mol-1angenommen. 
c) Die angegebenen Aktivitäten beziehen sich auf Thioanisol als Substrat. Die Vorgehensweise 
zur Ermittlung der Aktivität ist in Kapitel 8.7.3 beschrieben. 
 
Auskünfte bezüglich geeigneter Reaktionsparameter für die CPO können 
verschiedenen Publikationen entnommen werden.[73, 149, 150] Da im Rahmen einer 
Dissertation zur Prozessentwicklung der elektroenzymatischen Sulfoxidation mit 
derselben Chloroperoxidase[150] detaillierte Untersuchungen zur Auswahl des 
Reaktionsmediums, sowohl unter biologischen als auch unter elektrochemischen 
Aspekten durchgeführt wurden, werden diese hier nicht noch einmal wiederholt und 
anhand dieser Informationen 100 mmol·L-1 Natriumacetat pH 5 als Puffer für die 
CPO-katalysierten Versuche ausgewählt. 
 
Tabelle  5-1: Charakterisierung der CPO 
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5.2.2 Aktivität der CPO in ILs 
Im folgenden Diagramm 5-5 sind die Ergebnisse der Untersuchungen des Einfluss 
ionischer Flüssigkeiten auf die Aktivität der CPO dargestellt. In reinem Puffer betrug 
die Aktivität der CPO ~ 191 U·mg-1 (bezogen auf die Menge an CPO). 
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Wie bei den Untersuchungen der ADHs und der D-AAO zeigt sich eine Abnahme der 
Aktivität der CPO mit steigendem Anteil an IL. Beim Vergleich der verschiedenen ILs 
ergibt sich folgender Zusammenhang: 
 
• In Gegenwart der beiden getesteten Pyridinium-ILs [EMPY] [EtSO4] und 
[EM(OH)PY] [EtSO4] war die CPO nicht aktiv. 
 
• Die CPO ist in [MMIM] [Me2PO4] aktiver als in [MMIM] [MeSO4]. 
 
• Der Einfluss von [EMIM] [MDEGSO4] und [EMIM] [EtSO4] auf die Aktivität des 
Enzyms ist ähnlich; in Gegenwart von 10 Vol% bleiben ca. 60 % Restaktivität 
erhalten, während die Zugabe von 10 Vol% [EMIM] [Et2PO4] die Aktivität der 
CPO auf ca. 40 % reduziert. 
 
• Mit 10 Vol% [BMIM] [MDEGSO4] fällt die Aktivität der CPO ebenfalls auf ca. 
60 %, während für die gleiche Menge [BMIM] [MeSO4] nur eine Restaktivität 
Abbildung  5-5: Aktivität der CPO in ILs 
1,96 µmol Thioanisol, 2 µmol H2O2, CPO in geeigneten Verdünnungen. Für jede IL wurden 2, 4, 
6, 8 und 10 Vol%-Anteile getestet und die Werte von links nach rechts in der jeweiligen 
Gruppierung aufgetragen. Die gestrichelte, blaue Linie repräsentiert die Aktivität in reinem 
Puffer (100 mmol·L-1 NaAc pH 5). 
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von 30 % erhalten wird. [BMIM] [BF4] hat einen noch stärkeren Einfluss auf die 
CPO; mit lediglich 2 Vol% IL werden nur noch 24 % Aktivität gemessen und 
bei 8 Vol% dieser IL ist das Enzym schon völlig inaktiv.  
 
• Die Aktivitäten in [MMIM] [MeSO4] sind höher als in [BMIM] [MeSO4]. 
 
• Die Ergebnisse für [EMIM] [MDEGSO4] und [BMIM] [MDEGSO4] sind 
vergleichbar. 
 
Chiappe et al.[32] haben ebenfalls die Aktivität der CPO in Gegenwart verschiedener 
ILs untersucht. Auffällig dabei ist, dass im Rahmen dieser Arbeiten die CPO in 
Gegenwart von [MMIM] [MeSO4] vollständig inaktiviert wurde. Leider ist der Vergleich 
der Resultate schwierig, da im Rahmen der Arbeiten von Chiappe et al.[32] größere 
Mengen an IL verwendet wurden und die pH-Werte der verwendeten IL-
Puffermischungen nicht immer eingestellt waren.  
 
5.2.3 Stabilität der CPO in ILs 
Da die Aktivität der CPO in Gegenwart der verschiedenen ILs relativ ähnlich war, 
wurden mit den sieben besten ILs Stabilitätsuntersuchungen durchgeführt. Lediglich 
für [EMPY] [EtSO4] und [EM(OH)PY] [EtSO4], die das Enzym vollständig inaktivierten, 
und für [BMIM] [BF4], das die Enzymaktivität drastisch reduzierte, wurden keine 
Versuche durchgeführt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 5-6 
zusammengefasst. In reinem Puffer beträgt die Halbwertszeit der CPO ~ 44,9 d.  
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Abbildung  5-6: Stabilität der CPO in ILs  
Die Proben wurden bei 25 °C gelagert und mit dem un ter 8.7.3 beschriebenen Assay 
vermessen. Für jede IL wurden 2, 4, 6, 8 und 10 Vol%-Anteile getestet und die Werte von links 
nach rechts in der jeweiligen Gruppierung aufgetragen. Die Halbwertszeit in reinem Puffer (100 
mmol·L-1 NaAc pH 5) betrug ~ 45 d, sie wird durch die gestrichelte, blaue Linie repräsentiert. 
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Bis auf [EMIM] [Et2PO4], für das die Stabilität der CPO mit steigendem Anteil an IL 
abnahm, konnte für alle anderen ILs eine Zunahme der Halbwertszeiten mit 
steigendem Anteil an IL festgestellt werden. Jedoch ist in den untersuchten 
Volumenbereichen die Stabilität mit [EMIM] [Et2PO4] immer höher als in reinem 
Puffer, da auch schon kleine Mengen ausreichen um die Stabilität des Enzyms 
drastisch zu verbessern. Mit einem Volumenanteil größer 4 % zeigt sich auch für alle 
anderen ILs ein stabilisierender Effekt.  Folgende Zusammenhänge ergeben sich 
beim Vergleich der Ergebnisse 
 
• Die Stabilität der CPO in [MMIM] [MeSO4] und [MMIM] [Me2PO4] ist 
vergleichbar. 
 
• Im untersuchten Bereich von 2 – 10 Vol% ist die CPO in [EMIM] [Et2PO4] 
stabiler als in [EMIM] [MDEGSO4] und [EMIM] [EtSO4]. 
 
• Die Halbwertszeiten in [BMIM] [MeSO4] sind unwesentlich höher als die in 
[BMIM] [MDEGSO4]. 
 
• Die CPO ist in [MMIM] [MeSO4] stabiler als in [BMIM] [MeSO4]. 
 
• Die CPO ist in [EMIM] [MDEGSO4] stabiler als in [BMIM] [MDEGSO4]. 
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5.3 Löslichkeit von Thioanisol 
Da Thioanisol sehr schlecht wasserlöslich ist (im verwendeten Puffer lediglich ~ 3,8 
mmol·L-1) ist für diese Reaktion eine Löslichkeitserhöhung durch die ILs von 
besonderem Interesse. In folgender Abbildung 5-7 ist deshalb der Einfluss 
verschiedener ILs auf die Substratlöslichkeit dargestellt. Um deutlicher Tendenzen 
beobachten zu können wurden die Versuche auf bis zu 25 Vol% IL ausgeweitet. 
5
10
15
25
[MM
IM
] [M
e2
PO
4]
[MM
IM
] [M
eS
O4
]
[EM
IM
] [E
t2P
O4
]
[EM
IM
] [M
DE
GS
O4
]
[EM
IM
] [E
tSO
4]
[BM
IM
] [M
DE
GS
O4
]
[BM
IM
] [M
eS
O4
]
0
25
50
75
100
125
Lö
sl
ic
hk
ei
t /
 
m
m
o
lL
-
1
Vol% IL
 
Wie auch schon bei den Löslichkeitsuntersuchungen zu Acetophenon (Kapitel 3.5), 
nimmt die Löslichkeit von Thioanisol mit steigendem Anteil an IL zu. Den geringsten 
Einfluss auf die Löslichkeit hat [MMIM] [Me2PO4]; bei einem Volumenanteil von 5 % 
ist die Löslichkeit lediglich um 40 % auf 5,4 mmol·L-1 gesteigert. Den stärksten 
Einfluss hat [BMIM] [MeSO4]; ebenfalls bei einem Volumenanteil von 5 % wird eine 
Löslichkeit von 19,5 mmol·L-1 erreicht. Unter dem Gesichtspunkt der 
Löslichkeitserhöhung sind generell alle untersuchten ILs geeignet, [BMIM] [MeSO4] 
ist jedoch besonders interessant.  
Abbildung  5-7: Löslichkeit von Thioanisol in ILs  
Für jede IL wurde 5, 10, 15 und 25 Vol%-Anteile getestet. Die Löslichkeit in reinem Puffer 
(100 mmol·L-1 NaAc pH 5) betrug ~ 3,8 mmol·L-1. 
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5.4 Einflüsse auf die Elektrochemie 
5.4.1 Leitfähigkeit des Reaktionsmediums 
Mit den sieben ILs, die die besten Aktivitäten aufwiesen, wurden neben den 
Stabilitätsversuchen zur CPO und den Löslichkeitsuntersuchungen für Thioanisol 
auch Leitfähigkeitsmessungen durchgeführt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen 
sind in Abbildung 5-8 zusammengefasst:  
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Abbildung  5-8: Leitfähigkeitserhöhung des Reaktionsmediums bei 25 °C  
A) bezogen auf die Zugabe der ILs in Vol% 
B) bezogen auf die Konzentration der ILs  
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Wie erwartet, haben alle ILs einen positiven Einfluss auf die Leitfähigkeit des 
Reaktionsmediums. Anhand beider Diagramme wird deutlich, dass die Auswirkungen 
je nach IL unterschiedlich stark sind. Die geringsten Erhöhungen der Leitfähigkeit 
werden mit [EMIM] [MDEGSO4], [BMIM] [MDEGSO4] und [EMIM] [Et2PO4] erreicht; 
dennoch ist bei einem Volumenanteil von 10 % dieser ILs schon eine Verdreifachung 
der ursprünglichen Leitfähigkeit erreicht. Mit [MMIM] [MeSO4] wird der deutlichste 
Effekt erzielt; die Zugaben von 10 Vol% bzw. einer Konzentration 650 mmol·L-1 von 
dieser IL steigert die Leitfähigkeit auf ~ 35 mS·cm-1 (~ 700 % des Anfangswerts). 
 
5.4.2 Elektrochemische Generierung von Wasserstoffperoxid 
Zur elektrochemischen Reduktion von Sauerstoff zu H2O2 eignen sich nur 
Arbeitselektroden aus Quecksilber, Gold oder Kohlenstoff, da bei anderen 
Elektrodenmaterialien überwiegend Wasser produziert wird.[151] Aufgrund höherer 
Anschaffungskosten für Goldelektroden und möglichen Sicherheitsrisiken bei der 
Arbeit mit Quecksilber wird Kohlenstoff als Elektrodenmaterial verwendet. 
 
Zur Untersuchung der elektrochemischen Reaktion wurden cyclische 
Voltammogramme verschiedener Lösungen von Thioanisol, (R)-Phenylmethylsulfoxid 
oder CPO in Puffer bzw. 2 Vol% IL-Puffermischungen aufgenommen. Vor der 
Messung wurden die Lösungen entweder mit Argon entgast oder mit Sauerstoff 
gesättigt.  
 
In Abbildung 5-9 sind die cyclische Voltammogramme für den entgasten bzw. den 
Sauerstoff gesättigten Puffer dargestellt:  
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Abbildung  5-9: CV  des entgasten bzw. sauerstoffgesättigten Reaktions-
mediums 
100 mmol·L-1 NaAc pH 5, Volumen: 20 mL, oberes Umkehrpotential: 1000 mV, unteres 
Umkehrpotential: -1000 mV, Vorschubgeschwindigkeit: 100 mV·s-1, Empfindlichkeit: 10 µA, 
Arbeitselektrode: Graphit, Gegenelektrode: Platin, Referenzelektrode: Ag|AgCl 
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Für den entgasten Puffer ergibt sich keine signifikante Änderung des Stroms im 
untersuchten Potentialbereich, d.h. es findet keine elektrochemische Reaktion statt 
und es fließt lediglich der so genannte Grundstrom. Sättigt man den Puffer jedoch vor 
der Messung mit Sauerstoff ab, ist im Bereich zwischen - 400 mV vs. Ag|AgCl bis 
- 1000 mV vs. Ag|AgCl ein deutlicher Strompeak erkennbar, der auf die irreversible 
Reduktion von Sauerstoff zu H2O2 schließen lässt. Die dabei ablaufende Reaktion 
lautet wie folgt:  
222(aq) OHH2e2O →++ +−      Gleichung (10)  
Da an der Reaktion Protonen beteiligt sind und diese somit von deren Konzentration 
im Reaktionsmedium abhängig ist, muss der pH-Wert der Elektrolytlösung während 
der Elektrolyse konstant gehalten werden. Dies wird durch die Anodenreaktion 
gewährleistet: 
+− ++→ H2e2O
2
1OH 2(aq)2      Gleichung (11) 
Lokal auftretende Protonendefizite werden vom Puffer kompensiert. 
 
Mit der Zugabe von Thioanisol, (R)-Phenylmethylsulfoxid oder CPO ändern sich die 
cyclischen Voltammogramme der begasten bzw. der sauerstoffgesättigten Lösungen 
nur im Rahmen von möglichen Messungenauigkeiten. Da sich bei diesen 
Untersuchungen kein weiterer erkennbarer Strompeak ausbildet, ist davon 
auszugehen, dass weder das Substrat, das Produkt noch das Enzym unter den 
gegebenen Bedingungen durch elektrochemische Reaktionen verändert werden.  
 
Führt man diese Versuche mit den verschiedenen IL-Puffermischungen durch, 
ergeben sich ebenfalls keine signifikanten Änderungen der cyclischen 
Voltammogramme. Die unterschiedlichen ILs gehen im untersuchten Potentialbereich 
ebenfalls keine unerwünschten elektrochemischen Nebenreaktionen ein.  
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5.5 Synthesen 
Bei den Untersuchungen zur Charakterisierung der CPO in Gegenwart ionischer 
Flüssigkeiten, zur Thioanisollöslichkeit, sowie den elektrochemischen 
Voruntersuchungen zeichneten sich die verwendeten ILs auf unterschiedliche 
Weisen aus. Deshalb wurden mit den, in Tabelle 5-2 zusammengefassten ILs 
elektroenzymatische Synthesen durchgeführt: 
IL Aktivität Stabilität Löslichkeit Leitfähigkeit 
[MMIM] [Me2PO4] + + -- + 
[BMIM] [MDEGSO4] ++ - + -- 
[MMIM] [MeSO4] ○ ++ - ++ 
[BMIM] [MeSO4] - -- ++ - 
[EMIM] [EtSO4] -- ○ ○ ○ 
Mit einem Zusatz von 2 Vol% dieser ILs wurden Versuche durchgeführt und die 
Ergebnisse dieser Synthesen mit der Synthese in reinem Puffer verglichen. 
 
Um die Sauerstoffsättigung des Reaktionsmediums während der Elektrolyse zu 
gewährleisten, wird der Elektrolyt während der Synthese mit reinem Sauerstoff 
begast, was zum Austragen des leichtflüchtigen Substrats Thioanisol führt 
(Abbildung 5-10): 
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Tabelle  5-2: ILs für die CPO-Synthesen 
Die Ergebnisse der fünf ILs wurden untereinander verglichen. ++ bedeutet beste Ergebnisse, 
während die schlechtesten Ergebnisse mit - - gekennzeichnet wurden. 
Abbildung  5-10: Einfluss der Begasung auf die Thioanisolkonzentration 
100 mmol·L-1 NaAc, 1,3 mmol·L-1 Thioanisol, 25 °C, Sauerstoffbegasung 
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Die sich aus dem Verlauf ergebende Stripkonstante berechnet sich zu kstrip = 0,053 
min-1 ± 0,0055 min-1; daher muss während der Synthesen Thioanisol nachdosiert 
werden.  
 
Der Reaktionsverlauf einer Synthese in reinem Puffer ist in folgender Abbildung 5-11 
dargestellt: 
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Die Produktentstehung folgt einem linearen Verlauf, da der geschwindigkeits-
bestimmende Schritt dieser Synthese die elektrochemische Generierung von H2O2 
ist. Das generierte H2O2 reagiert in der CPO-katalysierten Folgereaktion (Oxidation 
von Thioanisol) direkt wieder ab. Dabei wird lediglich eine Raum-Zeit-Ausbeute von 
17,9 g·L-1·d-1 erreicht. Während der Elektrolyse wird neben dem gewünschten 
(R)-Phenylmethylsulfoxid auch eine geringe Menge des (S)-Enantiomers gebildet, 
der resultierende Enantiomerenüberschuss beträgt > 97 %. Der Biokatalysator wird 
im Laufe der Reaktion desaktiviert. Für die CPO ergibt sich somit eine ttn von 33000. 
 
Abbildung  5-11: CPO-katalysierte Synthese von (R)-Phenylmethylsulfoxid mit 
elektrochemischer Generierung von H2O2 
100 mmol·L-1 NaAc pH 5, Reaktionsvolumen: 300 mL, 6 mmol Thioanisol alle 30 min, 150 µL 
CPO, Arbeitselektrode: zylindrisches Graphitvlies, Gegenelektrode: Platin, Referenzelektrode: 
Ag|AgCl, Potential: - 650 mV vs. Ag|AgCl 
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Die Synthesen mit IL-Zugabe wurden unter vergleichbaren Reaktionsbedingungen 
durchgeführt. Da die Reaktionsverläufe für die jeweiligen ILs den Reaktionsverläufen 
in reinem Puffer generell sehr ähnlich sind, sind im Folgenden nur die wesentlichen 
Kennzahlen der Synthesen in Tabelle 5-3 zusammengefasst: 
Reaktionsmedium 
RZA 
/ g·L-1·d-1 
ee / % ttnCPO 
100 % Puffer 17,9 97 33000 
2 Vol% [MMIM] [Me2PO4]  
+ 98 Vol% Puffer 
34,9 98 122000 
2 Vol% [BMIM] [MDEGSO4]  
+ 98 Vol% Puffer 
41,5 97 78000 
2 Vol% [MMIM] [MeSO4]  
+ 98 Vol% Puffer 
45,5 96 106000 
2 Vol% [BMIM] [MeSO4]  
+ 98 Vol% Puffer 
67,5 98 138000 
2 Vol% [EMIM] [EtSO4 ] 
+ 98 Vol% Puffer 
75,4 95 123000 
 
Mit allen ILs konnte sowohl die RZA der Synthesen als auch die ttn für die CPO 
gesteigert werden. Die einzelnen Ergebnisse sind relativ unterschiedlich, da die 
Einflüsse der jeweiligen ILs auf Aktivität bzw. Stabilität der CPO, Substratlöslichkeit 
und Leitfähigkeit stark variieren. Eine konkrete Erklärung für die jeweiligen 
Kennzahlen ist somit nur bedingt möglich. Unter Berücksichtigung der 
Voruntersuchungen zeigt sich jedoch, dass die besten Ergebnisse mit den ILs erzielt 
wurden, die gleichzeitig die Leitfähigkeit und die Thioanisollöslichkeit positiv 
beeinflussen: 
  
• Mit der IL [EMIM] [EtSO4] konnte die Leitfähigkeit um den Faktor 2,4 erhöht 
werden und zusätzlich wurde die Löslichkeit deutlich gesteigert. Diese 
positiven Einflüsse führen zu einer Steigerung der RZA auf 420 % und der ttn 
der CPO auf 370 % der Werte in reinem Puffer.  
 
Tabelle  5-3: Zusammenfassung der Ergebnisse der CPO-katalysierten 
Synthese von (R)-Phenylmethylsulfoxid mit elektrochemischer Generierung 
von H2O2 in Gegenwart von ILs 
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• Mit der IL [BMIM] [MeSO4] wurde nicht nur die Löslichkeit drastisch 
verbessert, sondern auch die Leitfähigkeit um den Faktor 2,3 erhöht, was sich 
in einer ungefähren Vervierfachung der RZA und ttn der CPO widerspiegelt. 
 
• Mit Zugabe von [MMIM] [MeSO4] konnte zwar die Leitfähigkeit fast 
verdreifacht werden, allerdings wird die Löslichkeit im Vergleich zu den beiden 
zuvor genannten ILs nur geringfügig verbessert. Für Aktivität und die Stabilität 
werden gute Ergebnisse erreicht. Bei den Synthesen ergibt sich so lediglich 
eine Steigerung der RZA um den Faktor 2,5 bei einer deutlichen 
Verbesserung der ttn der CPO um den Faktor 3,2.  
 
• Mit [BMIM] [MDEGSO4] wurden die zweitbesten Ergebnisse bezüglich der 
Substratlöslichkeit und gleichzeitig die schlechtesten Ergebnisse bei den 
Leitfähigkeitsuntersuchungen erzielt. Dies spiegelt sich in einer ungefähren 
Verdopplung der RZA und der ttn der CPO wider.  
 
• Für [MMIM] [Me2PO4] ergibt sich ungefähr eine Verdopplung der RZA bei 
einer Vervierfachung der ttn für CPO. Die im Vergleich zu den andern ILs 
relativ niedrige Produktivität lässt sich durch die relativ niedrige Erhöhung der 
Thioanisollöslichkeit erklären, während die Ergebnisse bezüglich 
Katalysatorausnutzung wahrscheinlich durch die positiven Effekte auf Aktivität 
und Stabilität der CPO beeinflusst wurden.  
 
Aufgrund des Reaktionsmechanismus der CPO wurde eine maximale ttn um 140000 
für dieses Enzym postuliert.[150] Durch die Verwendung der ILs wird dieser Wert fast 
erreicht. Unter Berücksichtigung aller Kennzahlen sind besonders die mit 2 Vol% 
[BMIM] [MeSO4] erreichten 67,5 g·L-1·d-1 (ee > 98 %) bei einer ttn von 138000 für die 
CPO hervorzuheben.  
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5.6 Zusammenfassung 
Der Einfluss verschiedener ILs auf die Chloroperoxidase-katalysierte Synthese von 
(R)-Phenylmethylsulfoxid mit elektrochemischer Generierung des Cosubstrats H2O2 
wurde ermittelt: 
 
• Die Aktivität der CPO wurde von allen untersuchten ILs beeinträchtigt. Mit 
[EMPY] [EtSO4] und [EM(OH)PY] [EtSO4] wurde eine vollständige Des-
aktivierung des Enzyms bewirkt. Für [MMIM] [Me2PO4] wird die beste 
Restaktivität mit 65 % bei 10 Vol% IL erreicht. 
 
• Bis auf [EMIM] [Et2PO4] wird für alle ILs eine Zunahme der Stabilität der CPO 
mit steigendem Anteil an IL beobachtet. Für 2 Vol% [EMIM] [Et2PO4] wird die 
beste Halbwertszeit mit 213 d erreicht. 
 
• Die Löslichkeit von Thioanisol nimmt mit steigendem Anteil an IL für alle 
untersuchten ILs zu. Die besten Ergebnisse wurden mit [BMIM] [MeSO4] 
(~ 20 mmol·L-1 bei 5 Vol%) erzielt. 
 
• Die Leitfähigkeit des Reaktionsmediums wird durch die Zugabe der 
untersuchten ILs gesteigert. Beste Ergebnisse werden mit [MMIM] [MeSO4] 
erreicht; mit 10 Vol% dieser IL ist eine Leitfähigkeit von 35 mS·cm-2 möglich. 
 
Bei den Voruntersuchungen zeichneten sich verschiedene ILs für den Einsatz bei 
den eigentlichen Synthesen aus, weshalb mit unterschiedlichen ILs Synthesen 
durchgeführt wurden. 
 
• Die Produktivität der Synthesen konnte durch jede der eingesetzten ILs 
gesteigert werden. Das beste Ergebnis wurde mit [EMIM] [EtSO4] erzielt; für 
diese IL ergab sich eine RZA von 75,4 g·L-1·d-1. 
 
• Die Biokatalysatorausnutzung kann durch alle ILs gesteigert werden. Das 
beste Ergebnis wurde mit [BMIM] [MeSO4] erreicht; für diese IL ergab sich 
eine ttn von 138000. 
 
Am Beispiel der Chloroperoxidase-katalysierte Synthese von (R)-Phenylmethyl-
sulfoxid mit elektrochemischer Generierung des Cosubstrats H2O2 konnte das 
Einsatzpotential ionischer Flüssigkeiten für elektroenzymatische Synthesen 
aufgezeigt werden. Besonders bei Reaktionen mit schwerwasserlöslichen Substraten 
können ILs erfolgreich als leitfähigkeitssteigernde Cosolventien eingesetzt werden. 
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6 Diskussion und Ausblick  
6.1 Oxidoreduktasen in ILs 
Obwohl schon viele Publikationen bezüglich des Verhaltens isolierter Enzyme in 
Gegenwart von ILs veröffentlicht wurden,[14-16, 26, 152] ist es dennoch schwierig zu 
entscheiden, welche ILs für biokatalytische Reaktionen geeignet sind. Parameter wie 
z.B. die Polarität,[26] die Wasserstoffbindungsbasizität,[26] die Anionnukleophilie und – 
besonders bei nicht wassermischbaren ILs – die Wasseraktivität[153, 154] wurden als 
entscheidende Kriterien für die Biokatalysatoraktivität und –stabilität diskutiert. Ein 
weiterer interessanter Ansatz ist die Ausweitung der so genannten Hofmeisterserie 
auf die Kationen und Anionen ionischer Flüssigkeiten.[155-157] Die Hofmeisterserie ist 
eine Einteilung verschiedener Kationen und Anionen nach ihrem Einfluss auf 
Proteine und wurde 1888 von Hofmeister für klassische Ionen postuliert.[158] 
Demnach gibt es chaotrope („Wasserstruktur-Brecher“) und kosmotrope Ionen 
(„Wasserstruktur-Macher“) (Abbildung 6-1). Kosmotrope Anionen und chaotrope 
Kationen können Proteine in Lösung stabilisieren, während chaotrope Anionen und 
kosmotrope Kationen Proteine destabilisieren.[159] Problematisch ist dabei jedoch, 
dass die Einteilung je nach Publikation leicht variiert.   
Cl- < Br- < NO3 < ClO4- < I- < SCN-
K+ < NH4+ < Rb+ < Cs+
PO43- > CH3COO- > SO42- > F- > HCOO-
Mg2+ > Ca2+ > Ba2+ > Li+ > Na+
ChaotropKosmotrop
 
[MMIM]+ > [BMIM]+
[EMIM]+ > [BMIM]+ > [HMIM]+
stabilisierend destabilisierend
 
Ein Beispiel für die Einteilung von IL-Kationen ist in Abbildung 6-2 dargestellt. Die 
Einteilung der Ionen erfolgt empirisch. Neuere Publikationen legen jedoch nahe, dass 
ein Zusammenhang zwischen Proteinstabilitäten und der Viskositätskonstante B der 
Ionen der jeweiligen Lösungen nach der Jones-Dole-Gleichung besteht.[160, 161] Die 
Gleichung lautet wie folgt: 
Abbildung  6-1: Einteilung verschiedener Ionen nach der Hofmeisterserie 
Abbildung  6-2: Einteilung von Imidazoliumkationen nach Zhao[155, 156] 
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25,0
0
DcBcAc1 +++=
µ
µ
     Gleichung (12) 
Die Gleichung gibt den Zusammenhang von Salz-Lösungmitteleffekten und der 
Viskosität der Salzlösung µ (relativ zur Viskosität von Wasser µ0)  an. Der Term Ac0,5 
ist im Vergleich zum Term Bc relativ klein und kann vernachlässigt werden.[161] Der 
Term Dc2 wird nur bei sehr hohen Salzkonzentrationen benötigt, weshalb man für 
verdünnte Lösungen annehmen kann, dass eine direkte Korrelation mit der 
Viskositätskonstante B möglich ist.[161] Demnach ist es möglich, Ionen anhand ihrer 
physikochemischen Eigenschaften in die Serie einzuteilen. 
 
Im Folgenden werden die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse bezüglich 
Aktivität und Stabilität der verschiedenen Enzyme einander gegenüber gestellt.  
 
1. Einfluss der ILs auf die Aktivität der Oxidoreduktasen 
 
Beim Vergleich der Einflüsse verschiedener ILs mit gleichen Kationen und 
unterschiedliche Anionen auf die Aktivität der Biokatalysatoren zeigt sich eine klare 
Systematik. Tabelle 6-1 stellt diese für die untersuchten Enzyme dar.  
Enzyme [MMIM]+ [EMIM]+ [BMIM]+ 
LbADH [Me2PO4]- > [MeSO4]- [MDEGSO4]- > [Et2PO4]- > [EtSO4]- [MDEGSO4]- > [MeSO4]- 
ADH T [Me2PO4]- > [MeSO4]- [Et2PO4]- > [MDEGSO4]- > [EtSO4]- [MDEGSO4]- > [MeSO4]- 
D-AAO [Me2PO4]- > [MeSO4]- [Et2PO4]- > [MDEGSO4]- > [EtSO4]- [MDEGSO4]- > [MeSO4]- 
CPO [Me2PO4]- > [MeSO4]- [Et2PO4]- > [MDEGSO4]- > [EtSO4]- [MDEGSO4]- > [MeSO4]- 
 
Anhand dieser Tabelle können folgende Aussagen gemacht werden:  
 
• Die Aktivität der untersuchten Enzyme war in [MMIM] [Me2PO4] immer höher 
als in [MMIM] [MeSO4].  
 
• Beim Vergleich der ILs mit [EMIM]+ als Kation ergibt sich für drei der 
verwendeten Enzyme folgende Reihenfolge:  Das Anion [Et2PO4]- hatte den 
geringsten Einfluss auf die Aktivität, der Einfluss von [MDEGSO4]- war etwas 
stärker ausgeprägt und [EtSO4]- hatte den deutlichsten, negativen Effekt. 
 
 Lediglich für die LbADH weichen diese Ergebnisse ab. Bei diesem Enzym 
führte das [Et2PO4]--Anion zu einer stärkeren Desaktivierung als  [MDEGSO4]-, 
während für [EMIM] [EtSO4] sogar relativ hohe Restaktivitäten gefunden 
wurden, die jedoch mit steigendem Volumenanteil drastisch abfallen.  
Tabelle  6-1: Einfluss verschiedener Anionen auf die Enzymaktivität 
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• Die Aktivität der untersuchten Enzyme war in [BMIM] [MDEGSO4] immer 
höher als in [BMIM] [MeSO4].  
 
Man kann also sagen, das Alkylsulfatanionen, gefolgt von 2(2-Methoxyethoxy)-
ethylsulfationen den schlechtesten Einfluss haben und die besten Aktivitäten mit 
Alkylphosphatanionen erzielt werden. Diese These wird auch von der so genannten 
Hofmeisterserie gestützt, wonach Sulfatanionen einen weniger stark aktivierenden 
Effekt haben als Phosphatanionen.  
 
Geht man gleichermaßen für ILs mit dem selben Anion und unterschiedlichen 
Kationen vor, so ergibt sich keine klarer Zusammenhang zwischen den 
verschiedenen Kationen und den Enzymaktivitäten. Die Kationen scheinen einen 
weniger charakteristischen Einfluss auf die Enzymaktivitäten zu haben.  
 
2. Einfluss der ILs auf die Stabilität der Oxidoreduktasen 
 
Beim Vergleich der Einflüsse verschiedener ILs mit gleichen Anionen und 
unterschiedliche Kationen auf die Stabilität der Biokatalysatoren zeigt sich ebenfalls 
ein Zusammenhang. Tabelle 6-2 stellt diesen für die untersuchten Enzyme dar.  
Enzyme [MDEGSO4]- [MeSO4]- [EtSO4]- 
LbADH [EMIM]+> [BMIM]+ [MMIM]+> [BMIM]+ [EM(OH)PY]+> [EMPY]+> [EMIM]+ 
ADH T   [EMPY]+> [EMIM]+ 
D-AAO [EMIM]+= [BMIM]+ [MMIM]+> [BMIM]+  
CPO [EMIM]+> [BMIM]+ [MMIM]+> [BMIM]+  
 
Folgende Systematik ist zu erkennen:  
 
• Die Enzyme LbADH und CPO sind in Gegenwart von [EMIM] [MDEGSO4] 
stabiler als in [BMIM] [MDEGSO4]. Die Stabilität der D-AAO ist in diesen 
beiden ILs vergleichbar. 
 
• Alle Enzyme sind in [MMIM] [MeSO4] stabiler als in [BMIM] [MeSO4]. 
 
• Beide ADHs sind in [EMPY] [EtSO4] stabiler als in [EMIM] [EtSO4]. 
 
Man kann also sagen, dass die Enzyme in Gegenwart von Pyridinium-Kationen 
stabiler sind als in [EMIM]+-Kationen. Während [EMIM]+- und [MMIM]+-Kationen einen 
Tabelle  6-2:  Einfluss verschiedener Kationen auf die Enzymstabilität 
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geringeren Einfluss auf die Stabilität haben als [BMIM]+-Kationen. Auch diese 
Ergebnisse stimmen mit der Hofmeisterserie überein.[155]  
 
Geht man allerdings gleichermaßen für ILs mit demselben Kation und 
unterschiedlichen Anionen vor, so ergibt sich kein klarer Zusammenhang zwischen 
den verschiedenen Anionen und den Stabilitäten. Die Anionen scheinen einen 
weniger charakteristischen Einfluss auf die Enzymstabilitäten zu haben.  
 
Der Zusammenhang zwischen dem Einfluss auf die Enzymaktivität bei ILs mit 
gleichem Kation und unterschiedlichen Anionen, sowie der Einfluss auf die 
Enzymstabilität von ILs mit gleichem Anion und unterschiedlichen Kationen stimmen 
mit der Hofmeisterserie überein. Im umgekehrten Fall ist jedoch keine Systematik in 
den Ergebnissen zu finden. Es ist also teilweise möglich mit Hilfe der Hofmeisterserie 
das Verhalten von Enzymen in Bezug auf Aktivität und Stabilität vorauszusagen. Die 
Theorie weist jedoch Limitierungen auf und ist deshalb nicht allgemein gültig.  
 
Interessant ist, dass sich diese übergeordneten Zusammenhänge herausstellen, 
obwohl die untersuchten Enzyme deutliche biochemische Unterschiede aufweisen. 
Die ADHs z. B. sind Tetramere, d.h. aus vier Untereinheiten aufgebaute Proteine, 
während es sich bei der D-AAO um ein Dimer handelt. Die CPO ist ein Glykoprotein. 
Die Enzyme besitzen strukturell unterschiedliche aktive Zentren und präferieren 
verschiedene Cofaktoren. Außerdem entstammen sie unterschiedlichen Quellen (die 
ADH T wird z.B. von einem extremophilen Organismus exprimiert). 
 
Dennoch spielt die Natur der Enzyme bei der Auswahl geeigneter ILs eine Rolle. 
Besonders auffällig ist dies für die NADPH-abhängigen Enzyme; während die D-AAO 
und die CPO in Gegenwart der Pyridinium-ILs kaum bzw. keine Restaktivität 
aufweisen sind die Ergebnisse für die LbADH und die ADH T relativ gut. Dieses 
Verhalten könnte durch die strukturellen Gemeinsamkeiten der Kationen mit dem 
Nicotinamidrest des Cofaktors begünstigt sein. 
 
Der Vergleich dieser Resultate mit Ergebnissen anderer Forschungsarbeiten 
gestaltet sich schwierig, da verschiedene ILs bzw. gleiche ILs verschiedener Anbieter 
und selbst verschiedene Chargen gleicher ILs desselben Anbieters unterschiedliche 
Verunreinigungen enthalten können, die die Ergebnisse beeinflussen. Darüber 
hinaus ist die Arbeitsweise jeder Arbeitsgruppe sehr unterschiedlich; manche 
reinigen die ILs vor der Verwendung weiter auf oder korrigieren den pH-Wert nach 
Herstellung der IL-Puffermischungen, andere wiederum synthetisieren ihre ILs selbst. 
Zusätzlich ist durch die enorme Auswahl an möglichen ILs keine systematische 
Untersuchung jedes Kation-Anion-Paar möglich. Durch die fortschreitende Forschung 
und Entwicklung im Bereich IL-Synthese, sowie IL-Analytik und durch verbesserte 
Modellierungsprogramme wird jedoch versucht diesen Problemen nachzukommen. 
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6.2 Elektroenzymatische Synthesen 
6.2.1 Ionische Flüssigkeiten oder klassische Leitsalze? 
Schon anhand der Voruntersuchungen der jeweiligen Reaktionssysteme konnte 
gezeigt werden, dass der Einsatz ionischer Flüssigkeiten als Leitsalze für die 
Elektroenzymatik verschiedene Vorteile mit sich bringt. Wählt man für die 
Biokatalysatoren geeignete ILs aus kann, bei einer geringfügigen Herabsetzung der 
Enzymaktivität, eine deutliche Stabilisierung der Biokatalysatoren erreicht werden. 
Da der geschwindigkeitsbestimmende Schritt elektroenzymatischer Synthesen die 
heterogene Reaktion zwischen Elektrode und Elektronenüberträger ist, kann die 
reduzierte Biokatalysatoraktivität in den meisten Fällen jedoch vernachlässigt 
werden. Darüber hinaus sind die ILs besonders als Additive für elektrochemische 
Regenerierungen von NAD(P)(H) geeignet, da sie die unter den nötigen 
Reaktionsbedingungen oft instabileren Cofaktoren stabilisieren können. Nachteilig 
sind jedoch die im Vergleich zu klassischen Leitsalzen hohen Anschaffungskosten 
der ILs. 
 
Da sich ILs auch positiv auf die Löslichkeit organischer Verbindungen auswirken 
können, sind sie als Leitsalze für Reaktionen, wie die CPO-katalysierte Oxidation von 
organischen Sulfiden, prädestiniert. Zwar ist es möglich dem Reaktionsmedium ein 
organisches Cosolvents als Löslichkeitsvermittler zuzufügen, jedoch führt dies 
unweigerlich zu einer Herabsetzung der Leitfähigkeit des Reaktionsmediums. Der 
Zusammenhang zwischen Löslichkeit und Leitfähigkeit bei der Verwendung von tert-
Butanol als Cosolvents für die CPO-katalysierte Synthese ist in Abbildung 6-3 
exemplarisch für Thioanisol als Substrat dargestellt. 
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Abbildung  6-3: Einfluss von tert-Butanol auf die Leitfähigkeit des 
Reaktionsmediums und die Löslichkeit von Thioanisol 
100 mmol·L-1 NaAc pH 5 + 50 mmol·L-1 Na2SO4 
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Während die Leitfähigkeit des Reaktionsmediums mit steigendem Volumenanteil an 
tert-Butanol stetig abnimmt, wird der Einfluss des Cosolvents erst bei einem 
Volumenanteil > 20 % deutlich.[73] Zusätzlich macht sich bei diesen Anteilen an 
Cosolvents auch ein negativer Einfluss auf die Enzymaktivität bemerkbar.[73] 
 
Die genannten Vorteile zeichnen ILs als Leitsalze gegenüber klassischen Leitsalzen 
aus. Da sich diese Vorteile besonders bei Reaktionen mit Regenerierung von 
Nicotionamidcofaktoren und Umsetzungen schwerlöslicher Verbindungen bemerkbar 
machen, soll im Folgenden nur für die D-Aminosäureoxidase-katalysierte 
Racematspaltung ein direkter Vergleich der verschiedenen Leitsalzarten durchgeführt 
werden. Zu diesem Zweck wurde der Einfluss zweier Salze – Natriumsulfat und in 
Anlehnung an die ILs Natriummethylsulfat – auf die Aktivität und die Stabilität der 
verwendeten D-AAO untersucht und die Ergebnisse der Enzymcharakterisierung in 
ILs gegenübergestellt (Abbildungen 6-4 und 6-5). 
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In Abbildung 6-4 kann man sehr deutlich erkennen, dass die klassischen Leitsalze 
die Aktivität der D-AAO noch drastischer beeinflussen als die ILs. Im Bezug auf die 
Aktivität sind die ausgewählten Leitsalze somit nicht geeignet.  
Abbildung  6-4: Aktivität der D-AAO in Gegenwart verschiedener Leitsalze 
100 mmol·L-1 KPi pH 8 + x mmol·L-1 Leitsalz, 10 mmol·L-1 DL-Alanin, 0,2 mg·mL-1 
o-Dianisidin*2HCl, 24 U·mL-1 HRP, D-AAO in geeigneten Verdünnungen. 
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Auch hinsichtlich der Enzymstabilität ist kein positiver Effekt der klassischen Leitsalze 
erkennbar. Die Zugabe der Salze Natriumsulfat und Natriummethylsulfat vermindert 
die Stabilität der D-AAO, während beide ILs einen stabilisierenden Effekt besitzen. 
Unter den für die Synthese mit FAD-abhängigen Enzyme besonders wichtigen 
Aspekt der Biokatalysatorstabilität (siehe Kapitel 4.1) sind folglich ebenfalls die ILs 
besser geeignet.  
 
Der Vergleich bezüglich Leitfähigkeitserhöhung mit konventionellen Leitsalzen und 
ILs ist in Abbildung 6-6 dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass mit Hilfe der 
Salze Natriumsulfat und Natriummethylsulfat bessere Ergebnisse im Hinblick auf die 
Leitfähigkeit des Reaktionsmediums erzielt werden.  
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Abbildung  6-5: Stabilität der D-AAO in Gegenwart verschiedener Leitsalze  
Die Proben wurden bei 25°C gelagert und wie unter 8 .7.2 beschrieben vermessen. 
Abbildung  6-6: Leitfähigkeit des Reaktionsmediums mit verschiedenen 
Leitsalzen  
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Die Entscheidung welche Leitsalze für dieses Reaktionssystem besser geeignet sind 
ist infolgedessen vielschichtig. Da die Hauptmotivation zur Durchführung 
elektroenzymatischer Synthesen mit FAD-abhängigen Enzymen in der Stabilisierung 
dieser Enzyme während der Synthesen lag, stellen die ILs trotz geringerer 
Leitfähigkeiten interessante Leitsalze für dieses Reaktionssystem dar. Mit den 
höchsten Konzentrationen an [MMIM] [Me2PO4] (10 Vol% bzw. ~ 575 mmol·L-1) wird 
die Leitfähigkeit zwar lediglich ungefähr so stark wie mit ~ 60 mmol·L-1 Natriumsulfat 
bzw. ~ 110 mmol·L-1 Natriummethylsulfat erhöht, allerdings sind die Aktivität und 
Stabilität unter diesen Bedingungen immer noch deutlich besser als nach der Zugabe 
der klassischen Leitsalze. Zur Auswahl geeigneter klassischer Leitsalze müsste, wie 
für die ILs auch, ein Screening verschiedener Salze durchgeführt werden um 
möglicherweise besser geeignete Verbindungen zu identifizieren. 
 
Dementsprechend können sowohl ILs als auch klassische Leitsalze zur 
Leitfähigkeitserhöhung der Reaktionsmedien elektroenzymatischer Synthesen 
herangezogen werden. Auch die Verwendung von organischen Salzen, die nicht zu 
den ILs gehören, könnte für die Elektroenzymatik interessant sein. Allerdings weisen 
ILs durch die mögliche Biokatalysator- und Cofaktorstabilisierung, sowie ihr gutes 
Lösungsvermögen für organische Verbindungen deutliche Vorteile gegenüber 
anderen ionische Verbindungen auf.  
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6.2.2 Effizienz elektroenzymatischer Synthesen 
Wie in der Einleitung erwähnt, weisen elektroenzymatische Synthesen verschiedene 
Vorteile gegen über klassischen Synthesen mit Oxidoreduktasen auf und stellen 
somit eine interessante Alternative dieser dar. Die Nutzbarkeit elektroenzymatischer 
Synthesen wird jedoch bislang durch ihre vergleichsweise niedrigen Produktivitäten 
eingeschränkt. Durch die Verwendung ionischer Flüssigkeiten als Leitsalze konnte 
für alle untersuchten Reaktionssysteme ein positiver Effekt auf die Effizienz der 
Synthesen erreicht werden. Auch andere Arbeiten zur Elektroenzymatik konnten 
schon Methoden zur Produktivitätssteigerung aufzeigen. Im Folgenden sollen die 
wesentlichen, erreichten Verbesserungen kurz aufgezeigt werden und abschließend 
ein Fazit gezogen werden.  
 
• Elektrochemische Reduktion des Cofaktors NADPH 
 
Wie in Kapitel 3.7.2 gezeigt, konnte durch den Einsatz von 10 Vol% [EMPY] [EtSO4] 
eine Steigerung der Wechselzahl des für die elektrochemische Regenerierung 
eingesetzten Mediators und somit auch der Produktivität um den Faktor 2,7 erreicht 
werden (Abbildung 6-7). Darüber hinaus wird der Cofaktor durch die IL in Lösung 
stabilisiert.   
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Der heterogene Elektronentransfer zwischen Elektrode und Mediator stellt den 
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der elektrochemischen Reduktion von 
NAD(P)H dar. Durch den Einsatz eines effektiveren Mediators kann eine 
Beschleunigung dieses Reaktionsschritts bewirkt werden. Untersuchungen zu 
verschiedenen Derivaten des Standardmediators zeigten, dass mit  4,4'-Dimethoxy-
Rhbpy eine deutliche Steigerung der Produktivität um den Faktor 3,4 möglich ist 
(Abbildung 6-8).[55] 
Abbildung  6-7: Einfluss von [EMPY] [EtSO4] auf die elektrochemische Synthese 
von NADPH 
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Neben der geeigneten Leitsalz- und Mediatorauswahl konnte besonders durch die 
Optimierung der für die Synthesen eingesetzten Elektrolysezelle eine drastische 
Verbesserung der Produktivitäten erzielt werden. Beim Einsatz einer kontinuierlich 
betriebenen 3-D-Durchflusszelle (siehe Abbildung 6-9) konnte für die Synthese von 
NADH so eine Produktivität von ~ 1000 g·L-1·d-1 erreicht werden.[112] Diese enorme 
Verbesserung ergibt sich hauptsächlich durch die mit der Verwendung kleiner 
Graphitpartikel (200 – 400 µm) verbundene Vergrößerung der Elektrodenoberfläche 
und der optimierten Geometrie der Elektrolysezelle.  
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Abbildung  6-8: Vergleich der Mediatoren Rhbpy  und 4,4'-Dimethoxy-Rhbpy 
Abbildung  6-9: Schema einer 3-D-Durchflusszelle 
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• D-Aminosäureoxidase-katalysierte Spaltung eines Methioninracemats 
mit elektrochemischer Regenerierung des Cofaktors FAD 
 
Durch die Zugabe von 10 Vol% [MMIM] [Me2PO4] wird eine Steigerung der 
Produktivität um lediglich 50 % möglich. Dabei konnte eine zur Stabilisierung der 
D-AAO unter Lagerbedingungen vergleichbare Verbesserung der ttn der D-AAO 
erreicht werden (Abbildung 6-10). Da die Produktivität und die Katalysatorausnutzung 
dennoch vergleichsweise niedrig sind, wären weitere Optimierungsversuche nötig, 
um diese elektroenzymatische Synthese konkurrenzfähiger zu machen. Aufgrund der 
deutlichen Steigerung der Produktivität der elektrochemischen Regenerierung von 
NADH durch den Einsatz einer effizienteren Elektrolysezelle, könnte auch hier eine 
Verbesserung des Reaktoraufbaus zu gesteigerten Produktivitäten führen.  
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Abbildung  6-10: Einfluss von [MMIM] [Me2PO4] auf D-AAO-katalysierte Spaltung 
eines Methioninracemats mit elektrochemischer Regenerierung von FAD 
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• Chloroperoxidase-katalysierte Synthese von (R)-Phenylmethylsulfoxid 
mit elektrochemischer Generierung des Cosubstrats H2O2 
 
Mit Hilfe der verschiedenen ILs konnte die Effizienz der CPO-katalysierten Synthese 
von (R)-Phenylmethylsulfoxid deutlich verbessert werden. Hervorragende Werte 
wurden mit 2 Vol% [BMIM] [MeSO4] erreicht, da diese IL zum einen die Leitfähigkeit 
des Reaktionsmediums steigerte und zum anderen einen positiven Effekt auf die 
Löslichkeit des Substrats hatte. Somit wurde die Raum-Zeit-Ausbeute um den Faktor 
3,8 und die ttn der CPO um den Faktor 4,2 verbessert (Abbildung 6-11).  
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Auch diese Reaktion wurde schon in einer 3-D-Durchflusszelle durchgeführt. Dabei 
konnte eine Steigerung der Raum-Zeit-Ausbeute um den Faktor 3,1 und der ttn der 
CPO um den Faktor 1,2 erreicht werden (Abbildung 6-12).[73] 
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Abbildung  6-11: Einfluss von [BMIM] [MeSO4] auf die CPO-katalysierte 
Synthese von (R)-Phenylmethylsulfoxid 
Abbildung  6-12: Vergleich der Ergebnisse der Batch-  und der kontinuierlichen 
3-D-Zellenelektrolyse für die Synthese von (R)-Phenylmethylsulfoxid  
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Durch die verschiedenen, erfolgreichen Versuche zur Optimierung elektro-
enzymatischer Synthesen konnte gezeigt werden, dass durchaus Raum zur 
Verbesserung dieser Methode besteht. Dabei spielen vor allem innovative 
Reaktorkonzepte zur Realisierung der Elektrolysezelle eine wichtige Rolle. Durch die 
fortschreitende Forschung im Bereich Biokatalyse in Gegenwart ionischer 
Flüssigkeiten wird es in Zukunft voraussichtlich zu diesem Zweck entwickelte ILs 
geben, die in größeren Konzentrationen von den Oxidoreduktasen toleriert werden. 
Mit diesen ILs können die Leitfähigkeiten der Reaktionsmedien weitergesteigert 
werden und somit werden wahrscheinlich noch höher Produktivitäten möglich. 
Besonders die Kombination aus verbessertem Reaktor und geeignetem Leitsalz 
könnte sich positiv äußern. Um elektroenzymatische Synthesen konkurrenzfähig zu 
machen, müssen Entwicklungen in den Bereichen Biokatalyse, Elektrochemie und 
Prozesstechnik einbezogen werden. 
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7 Zusammenfassung 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Einsatzpotential ionischer 
Flüssigkeiten als Leitsalze/Cosolventien für die elektroenzymatische Synthese 
anhand verschiedener Reaktionssysteme untersucht.  
Biokatalyse mit ionischen Flüssigkeiten 
Ionische 
Flüssigkeiten
Bio-
katalyse
 
• Es wurde ein systematischer Einfluss der Anionen auf die Enzymaktivität 
festgestellt: 
[Me2PO4]- > [MeSO4]-[Et2PO4]- > [MDEGSO4]- > [EtSO4]-[MDEGSO4]- > [MeSO4]-
aktivierend desaktivierend
 
• Für die Enzymstabilität wurde ein systematischer Einfluss der Kationen 
festgestellt: 
[EMIM]+ > [BMIM]+
[MMIM]+ > [BMIM]+
[EM(OH)PY]+ > [EMPY]+ > [EMIM]+
stabilisierend destabilisierend
 
• Die Löslichkeit der organischen Substrate konnte gesteigert werden. 
• Reduzierten Nicotinamidcofaktoren sind in Gegenwart der ILs stabiler. 
• Die Stabilität oxidierter Nicotinamidcofaktoren wird durch die ILs nicht 
beeinflusst. 
Elektrochemie mit ionischen Flüssigkeiten 
Ionische 
Flüssigkeiten
Elektro-
chemie
 
• Selbst mit geringen Mengen IL ist eine Erhöhung der Leitfähigkeit des 
Reaktionsmediums möglich. 
• Die eigentlichen elektrochemischen Reaktionen werden durch die ILs nicht 
negativ beeinflusst. 
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Elektroenzymatik mit ionischen Flüssigkeiten 
Ionische 
Flüssigkeiten
El
ek
tro
-
ch
em
ie
Biokatalyse
 
• Elektrochemische Synthese von NADPH 
           
2
N N
RhCl
+
N N
RhH
+
e-
NADPH
Cl-
H+
Kathode
NADP+
 
Mit 10 Vol% [EMPY] [EtSO4] wird eine 
RZA von 74,2 mmol·L-1·d-1 erreicht. 
Aufgrund der Ergebnisse der Unter-
suchungen zweier ADHs in Gegenwart 
der ILs scheint die Ankopplung an eine 
enzymkatalysierte Reaktion viel 
versprechend. 
• D-AAO-katalysierte Spaltung eines Methioninracemats mit elektro-
chemischer Regenerierung des Cofaktors FAD 
  
HO
NH2
O
H
HO
NH2
O
H
HO
O
O
HO
NH2
O
H
+
+
HO
NH
O
+ H2O
- NH3
Fe
Anode
e-
S
S S
S
S
COOH
Fe
COOH
D-Aminosäure-
oxidase
 
Mit 10 Vol% [MMIM] [Me2PO4] wird 
eine RZA von 27,1 g·L-1·d-1 erreicht.  
Die IL stabilisiert das Enzym unter 
Reaktionsbedingungen. 
• Chloroperoxidase-katalysierte Synthese von (R)-Phenylmethylsulfoxid 
mit elektrochemischer Generierung des Cosubstrats H2O2 
         
O2
H2O2
2 e-
S
S
O
Chloroperoxidase
Kathode
H2O
2 H+
 
Mit 2 Vol% [BMIM] [MeSO4] wird eine 
RZA von 67,5 g·L-1·d-1 (ee > 98%) und 
eine ttnCPO von 138000 erzielt. 
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8 Material und Methoden 
8.1 Chemikalien 
 
(R)-Phenylmethylsulfoxid Institut für Biotechnologie, FZ Jülich 
1-Phenylethanol Fluka 
(R)-Phenylethanol Fluka 
2,2'-Bipyridin Sigma-Aldrich 
Acetaldehyd Sigma-Aldrich 
Acetophenon Sigma-Aldrich 
ADH T Codexis 
α-Keto-γ-(methylthio)buttersäure Sigma-Aldrich 
Aluminiumpaste Cypress Systems 
Benzol Merck 
Bradfordreagenz BioRad 
BSA Calbiochem 
CPO Fluka 
D-AAO Codexis 
Dichlormethan Merck 
Diethylether Merck 
Dikaliumhydrogenphosphat Merck 
Dimethylether Merck 
DL-Alanin Fluka 
D-Methionin Sigma-Aldrich 
DL-Methionin Fluka 
Essigsäure Merck 
FDH Boeringer 
Ferrocencarbonsäure Fluka 
Glycin Merck 
Hexamethyldewarbenzol Sigma-Aldrich 
ionische Flüssigkeiten Solvent Innovation 
Kaliumchloridlösung Cypress Systems 
Kaliumdihydrogenphosphat Merck 
LbADH Codexis 
Magnesiumchlorid Merck 
HRP Fluka 
Methanol Merck 
NAD+ Codexis 
NADH Codexis 
NADP+ Codexis 
NADPH Codexis 
NaOH Merck 
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Natriumacetat Merck 
Natriumcitrat Riedel de Haën 
Natriumformiat Merck 
o-Dianisidin*2HCl Sigma-Aldrich 
Perchlorsäure Sigma-Aldrich 
Phenylmethylsulfoxid Sigma-Aldrich 
Phosphorsäure Merck 
Rhodiumchlorid*3H2O Degussa 
Salzsäure KMF 
TEA Fluka 
Thioanisol Fluka 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Merck 
Thioanisol Fluka 
YADH Codexis 
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8.2 Geräte 
Amiconzelle   Amicon 8400 
 
Analysenwaage  Sartorius BP 211D 
 
Cyclische Voltammetrie BAS 100 W Electrochemical Workingstation   
    Bioanalytical Systems Inc., West Lafayette, Indiana, USA 
Arbeitselektrode: Graphit 
Gegenelektrode: Platin 
Referenzelektrode: Ag|AgCl-Schlauchelektrode  
Cypress Systems EE008 
 
GC    Agilent Technologies 6890 N 
Lipodex E (50 m x 0,25 mm ID, Macherey – Nagel) bzw. 
Cyclodex β-1/P-Säule (50 m x 0,32 mm ID, CS 
Chromatographie Service) 
 
HPLC    Hewlett Packard Series 1100 
Crownpak CR(+) (15 cm x 4 mm ID, Daicel) 
 
Leitfähigkeitsmessgerät  Cond 315i, WTW Weinheim, Elektrode TetraCon® 325 
 
Gefriertrocknungsanlage   Christ, Alpha 2-4 mit Anlagensteuerung LDC-1M 
 
NMR    Bruker AMX 300 
1H-Messfrequenz: 300 MHz 
 
pH-Messgerät  Metrohm pH-Meter 691 
 
Photometer    Shimadzu UV-1601 
Zweistrahl Spektrophotometer  
Wellenlängenbereich: 190 – 1100 nm 
Lichtquellen: Halogenlampe (50W), Deuteriumlampe 
 
Potentiostat   Model 263A Princeton Applied Research 
 
Thermoblöcke   Eppendorf, ThermoStat plus 
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8.3 Herstellung der IL-Puffermischungen 
Die ILs wurden vor ihrer Verwendung für mindesten 24 h mit Aktivkohle gerührt und 
anschließend über Aluminiumoxid gefiltert. 
 
Je nach Enzym wurden unterschiedliche Pufferlösungen verwendet: 
LbADH 50 mmol·L-1 Kaliumphosphatpuffer pH 7 + 2,5 mmol·L-1 MgCl2 
ADH T 50 mmol·L-1 Kaliumphosphatpuffer pH 7 
D-AAO 100 mmol·L-1 Kaliumphosphatpuffer pH 8 
CPO  100 mmol·L-1 Natriumacetatpuffer pH 5 
 
Wenn nicht anders kenntlich gemacht, wurden alle Lösungen für die jeweiligen 
Reaktionssysteme immer in den hier angegebenen Puffern angesetzt. 
 
Die IL-Puffermischungen wurden für jedes Enzym mit den jeweiligen Puffern 
hergestellt; wobei unter dem Volumenanteil υ der IL in der Mischung das anteilige 
Volumen der IL an der Summe der Volumina aller Komponenten verstanden wird:  
PufferIL
IL
IL VV
V
+
=υ        Gleichung (13) 
 
Da jedoch bei der Herstellung der Lösungen keine Volumenkontraktion oder 
-dilatation auftrat, entspricht der Volumenanteil auch der jeweiligen 
Volumenkonzentration σ, wobei diese das Verhältnis des Volumens der 
Einzelkomponente zum Gesamtvolumen darstellt: 
gesamt
IL
IL V
V
=σ        Gleichung (14) 
 
Wurde der pH-Wert der Pufferlösungen durch die Zugabe der IL beeinflusst, so 
wurde dieser nachträglich korrigiert. 
 
8.4 Vorbereitung der D-AAO 
Die käuflich erworbene Enzymlösung wird mit Hilfe einer Amiconzelle (V = 400 mL) 
aufkonzentriert. Dazu wird die Lösung unter Rühren und gekühlt bei einem Druck von 
ca. 5 bar über eine Membran gefiltert und anschließend dreimal mit ca. 100 mL 
bidest gewaschen. Das Enyzmkonzentrat wird mit flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und anschließend mit einer Gefriertrocknungsanlage getrocknet.  
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8.5 Bestimmung des Proteingehalts von Enzymproben 
Da die kommerziell erworbenen Enzympräparate neben dem gewünschten Enzym 
auch andere Verunreinigungen enthalten, wird zu Beginn der eigentliche 
Proteingehalt der Proben bestimmt und davon auf die Konzentration an Enzym 
geschlossen. Zur Ermittlung des Proteingehalts des Enzyms wird die Methode nach 
Bradford[162] verwendet, welche sich die Bindung von Coomassie Brillant Blue G-250 
an Proteine und die damit verbundene Verschiebung des Absorptionsmaximum des 
Farbstoffs von 464 nm auf 595 nm zu nutze macht.  
 
Zunächst wird eine Kalibiergerade mit Hilfe des Proteins BSA erstellt, die den 
Zusammenhang zwischen Absorption und Proteingehalt festlegt. Dazu werden 5 µL 
Proteinlösungen unterschiedlicher Konzentrationen (von 0 – 1 mg·mL-1) mit 200 µL 
Bradfordreagenz vermischt und danach für 5 Minuten bei 30 °C inkubiert. 
Anschließend wird die Absorption bei 595 nm gemessen. Die sich ergebenden Werte 
für die Absorption werden gegen die zugehörigen Konzentrationen aufgetragen 
(siehe Abbildung 8-1): 
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Die Enzymlösung wird auf die gleiche Weise vorbereitet und vermessen. Mit Hilfe der 
Kalibiergerade und den sich ergebenden Absorptionen wird der Proteingehalt 
ermittelt. 
 
Abbildung  8-1: Kalibiergerade für die Proteinbestimmung nach Bradford 
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8.6 Bestimmung der Reinheit der Chloroperoxidase 
Die gekaufte Chloroperoxidaselösung wurde zu Beginn auf ihre Reinheit untersucht. 
Dies erfolgte über die photometrische Ermittlung des Absorptionswerts bei einer für 
Proteine charakteristischen Wellenlänge von 280 nm und einer für Häm 
charakteristischen Wellenlänge von 400 nm. Durch Bildung des Quotienten wie in 
Gleichung (12) ersichtlich und Vergleich mit dem Standartwert von 1,44[148] für reine 
Chloroperoxidase kann eine Aussage über die Reinheit der vorliegenden 
Chloroperoxidaselösung getroffen werden. 
 
280
400
Z A
AR =
        Gleichung (15) 
 
8.7 Enzymassays zur Aktivitätsbestimmung 
8.7.1 Alkoholdehydrogenase-Assay 
Als Aktivitätsassay wird die Reduktion von Acetophenon zu 1-Phenylethanol 
untersucht (Abbildung 8-2): 
O OH
NADPH + H+ NADPH+
ADH
 
 
Aus der durch die Reaktion bedingten Oxidation des Cofaktors NADPH kann durch 
photometrische Messungen bei einer Wellenlänge von 340 nm die Aktivität über das 
Lambert-Beersche Gesetz (Gleichung (16)) ermittelt werden. 
 
εdcA ⋅⋅=
       Gleichung (16) 
 
Herzustellende Lösungen: 
Acetophenon 11 mmol·L-1  
NADPH 10 mmol·L-1  
LbADH bzw. ADH T in geeigneten Verdünnungen  
 
In die Küvette zu pipettierende Volumina: 
970 µL Acetophenonlösung 
20 µL NADPH-Lösung 
10 µL ADH-Lösung 
 
Abbildung  8-2: Assay zur Bestimmung der Aktivität der ADHs 
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In der Küvette befinden sich dann: 
10,67 µmol Acetophenon 
0,04 µmol NADPH 
LbADH bzw. ADH T in geeigneten Verdünnungen 
 
Substrat- und Cofaktorlösung werden gemischt und anschließend auf 25 °C 
temperiert. Nach Zugabe der ADH-Lösung wird die Probe direkt vermessen. Die 
dazu eingestellten Parameter lauten: 
• Wellenlänge: 340 nm 
• Temperatur: 25 °C 
• Messzeit: 60 s 
• Messintervall: 1 s 
 
Die Oxidation von NADPH zu NADP+ macht sich in einer Abnahme der Absorption 
bei der gemessenen Wellenlänge von 340 nm bemerkbar. Aus der 
Absorptionsänderung pro Zeit kann auf die Reaktionsgeschwindigkeit geschlossen 
werden (Gleichung (17)): 
{ dε
m
dt
dA
dε
1
dt
dc
v
mSteigung
⋅
=⋅
⋅
==
   Gleichung (17) 
 
d = Schichtdicke der Küvette = 1 cm 
ε = Absorptionskoeffizient von NADPH bei 278 nm = 6220 cm2⋅mmol-1 
 
8.7.2 D-Aminosäureoxidase-Assay 
Als Aktivitätsassay wird die Oxidation von D-Alanin zur korrespondierenden 
Iminsäure mit anschließender Umwandlung zur α-Keto-γ-(methylthio)buttersäure 
untersucht. Die Regenerierung des Enzyms erfolgt durch moleklaren Sauerstoff unter 
Bildung von Wasserstoffperoxid. Pro umgesetztes Molekül D-Alanin entsteht ein 
Moleküle H2O2. Dieses wird in einer gekoppelten Meerrettichperoxidase-katalysierten 
Reaktion zur Oxidation von o-Dianisidin verwendet. Es entsteht ein rotbrauner 
Farbstoff der photometrisch bei einer Wellenlänge von 436 nm detektiert werden 
kann (siehe Abbildung 8-3). 
 118 
HO
NH2
O
H
HO
NH2
O
H
H2N NH2
H3CO OCH3
HRP
D-AAO
HO
O
O
HO
NH2
O
H
+
+
HO
NH
O
+
H2
O
H2O2
O2
H2O
HN NH
H3CO OCH3
-
NH
3
 
Folgende Lösungen werden benötigt: 
DL-Alanin:   5,94 mg·mL-1 
o-Dianisidin*2HCl 0,24 mg·mL-1 
HRP    20 mg·mL-1 (~ 2400 U·mL-1), die Meerrettichperoxidasemenge 
wurde so gewählt, dass ihre Aktivität immer höher war als die der D-AAO  
D-AAO  in geeigneten Verdünnungen 
 
In die Küvette zu pipettierende Volumina: 
150 µL DL-Alaninlösung 
820 µL o-Dianisidin*2HCl-Lösung 
10 µL HRP-Lösung 
20 µL D-AAO-Lösung 
 
In der Küvette befinden sich dann: 
10 mmol·L-1 DL-Alanin 
0.2 mg·mL−1 o-Dianisidin*2 HCl 
~ 24 U·mL−1 HRP  
D-AAO in geeigneten Verdünnungen 
 
Die Substrat- und die Farbstofflösung wurden vor ihrer Verwendung mit Sauerstoff 
gesättigt und anschließend bei 25 °C temperiert. An schließend wurde die HRP-
Lösung zugegeben und die Reaktion durch die Zugabe der D-AAO-Lösung gestartet. 
Die zur Messung eingestellten Parameter lauten: 
• Wellenlänge: 436 nm 
• Temperatur: 25 °C 
• Messzeit: 60 s 
• Messintervall: 1 s 
  
Abbildung  8-3: Assay zur Bestimmung der Aktivität der D-AAO 
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Die Aktivität der D-AAO wird über die Zunahme der Absorption bei 436 nm mit Hilfe 
des Lamber-Beertschen Gesetz, wie in Kapitel 8.7.1 beschrieben, ermittelt. Der 
Absorptionskoeffizient ε des Farbstoffs beträgt 8,1 mmol-1·L·cm-1 bei 436 nm. 
 
8.7.3 Chloroperoxidase-Assay 
Zur Bestimmung der Aktivität der Chloroperoxidase wird die Oxidation von Thioanisol 
zu (R)-Phenylethanol untersucht: 
H2O2
S S
O
H2O
CPO
 
 
Folgende Lösungen werden benötigt: 
2 mmol·L-1 Thioanisol 
200 mmol·L-1 H2O2 
CPO in geeigneten Verdünnungen 
 
In die Küvette zu pipettierende Volumina: 
980 µL Thioanisollösung 
10 µL H2O2-Lösung 
10 µL CPO-Lösung 
 
In der Küvette befinden sich dann: 
1,96 µmol Thioanisol 
2 µmol H2O2 
CPO in geeigneten Verdünnungen 
 
Die Substrat- und die Cosubstratlösung wurden gemischt und bei 25 °C temperiert. 
Durch die Zugabe an CPO wurde die Reaktion gestartet. Die zur Messung 
eingestellten Parameter lauten: 
• Wellenlänge: 284 nm 
• Temperatur: 25 °C 
• Messzeit: 60 s 
• Messintervall: 1 s 
 
Die Ermittlung der Reaktionsgeschwindigkeit erfolgt über die Abnahme der 
Absorption bei 284 nm. Die Aktivität der CPO wird mit Hilfe des Lamber-Beertschen 
Gesetz, wie in Kapitel 8.7.1 beschrieben, ermittelt. Der Absorptionskoeffizient ε von 
Thioanisol beträgt 582,5 mol-1·L·cm-1 bei 284 nm.  
Abbildung  8-4: Assay zur Bestimmung der Aktivität der CPO 
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8.8 Ermittlung der Enzymstabilitäten 
Zur Ermittlung der Stabilität der verschiedenen Enzyme in Gegenwart der 
unterschiedlichen ionischen Flüssigkeiten wurden Enzymproben in Puffer bzw. den 
jeweiligen IL-Puffermischungen gelöst und diese bei 25 °C in einem Thermoblock 
gelagert. Nach bestimmten Zeitabständen wurden den Lösungen Proben 
entnommen und diese mit den entsprechenden Enzymassays vermessen. 
 
8.9 Ermittlung der Cofaktorstabilitäten 
8.9.1 Stabilität von NADPH 
Zur Ermittlung der Stabilität von NADPH wurden 1,5 mg des Cofaktors in 2 mL der 
jeweiligen IL-Puffermischungen gelöst und in einem Thermoblock bei 25 °C gelagert. 
Nach definierten Zeitabständen wurden den Lösungen Proben entnommen und 
deren Absorption bei 340 nm mit dem Multiplattenleser gemessen. Aus der Abnahme 
der Absorption über die Zeit kann der Zerfall des Cofaktors ermittelt werden. 
Zusätzlich wurde für einige der Proben die Restsmenge an NADPH durch einen 
Enzymassay bestimmt. 
 
Für den Assay wurden folgende Lösungen in 50 mmol·L-1 KPi pH 7 hergestellt und in 
eine 1mL-Küvette pipettiert: 
 
970 µL 30 mmol·L-1 Acetophenon  
10 µL  50 mg·mL-1 LbADH  
 
Nach Mischen der Lösungen wurden diese auf 25 °C te mperiert. Anschließend 
wurden 20 µL der jeweiligen Cofaktorlösung zugegeben und direkt die 
Absorption bei 340 nm gemessen. Nach dem sich ein stabiler Wert für die Absorption 
eingestellt hat, wurde dieser Wert als Endabsorption deklariert. Aus der Differenz der 
Anfangsabsorption und des Endwerts wurde die Menge an enzymaktiven NADPH 
berechnet.  
 
Mit beiden Ermittlungsmethoden ergaben sich übereinstimmende Ergebnisse. 
8.9.2 Stabilität von NADH 
Zur Ermittlung der Stabilität von NADH wurden 1,1 mg des Cofaktors in 2 mL der 
jeweiligen IL-Puffermischungen gelöst und in einem Thermoblock bei 25 °C gelagert. 
Nach definierten Zeitabständen wurden den Lösungen Proben entnommen und 
deren Absorption bei 340 nm mit dem Multiplattenleser gemessen. Aus der Abnahme 
der Absorption über die Zeit kann der Zerfall des Cofaktors ermittelt werden. 
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Zusätzlich wurde für einige der Proben die Restsmenge an NADH durch einen 
Enzymassay bestimmt. 
 
Für den Assay wurden folgende Lösungen in 50 mmol·L-1 KPi pH 7 hergestellt und in 
eine 1mL-Küvette pipettiert: 
 
970 µL 50 mmol·L-1 Acetaldehyd 
10 µL  50 mg·mL-1 YADH  
 
Nach Mischen der Lösungen wurden diese auf 25 °C te mperiert. Anschließend 
wurden 20 µL der jeweiligen Cofaktorlösung zugegeben und direkt die 
Absorption bei 340 nm gemessen. Nach dem sich ein stabiler Wert für die Absorption 
eingestellt hat, wurde dieser Wert als Endabsorption deklariert. Aus der Differenz der 
Anfangsabsorption und des Endwerts wurde die Menge an enzymaktiven NADH 
berechnet.  
 
Mit beiden Ermittlungsmethoden ergaben sich übereinstimmende Ergebnisse. 
 
8.9.3 Stabilität von NADP+ und NAD+ 
Zur Ermittlung der Stabilität von NADP+ bzw. NAD+ wurden 2 mg des Cofaktor in 
2 mL der jeweiligen IL-Puffer-Mischung gelöst und die Menge an enzymaktiven 
NADP+ durch einen Enzymassay ermittelt. 
 
Für den Assay wurden folgende Lösungen in 50 mmol·L-1 KPi pH 7 hergestellt und in 
eine 1mL-Küvette pipettiert: 
 
970 µL 240 mmol·L-1 Natriumformiat 
10 µL  konzentrierte FDH-Lösung 
 
Nach Mischen der Lösungen wurden diese auf 25 °C te mperiert. Anschließend 
wurden 20 µL der jeweiligen Cofaktorlösung zugegeben und direkt die Absorption bei 
340 nm gemessen. Nach dem sich ein stabiler Wert für die Absorption eingestellt hat, 
wurde dieser Wert als Endabsorption deklariert. Aus der Differenz der 
Anfangsabsorption und des Endwerts wurde die Menge an enzymaktiven NADP+ 
bzw. NAD+ berechnet.  
8.10 Löslichkeitsuntersuchungen 
Von den jeweiligen Substraten wurden übersättigte Lösungen in den verschiedenen 
IL-Puffermischungen hergestellt und diese über Nacht bei 25 °C gelagert. Am 
nächsten Tag wurde überschüssiges Substrat entfernt und die wässrige Probe wie 
unter 8.13 beschrieben extrahiert und mit der jeweiligen Analytikmethode analysiert.   
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8.11 Leitfähigkeitsuntersuchungen 
Zur Ermittlung der Leitfähigkeiten der unterschiedlichen IL-Puffermischungen wurden 
diese auf 25 °C temperiert und mit einem Leitfähigk eitsmessgerät gemessen. 
 
8.12 Elektrochemische Untersuchungen 
8.12.1 Vorbereitung der Elektroden 
Es wird eine Graphitarbeitselektrode, eine Ag|AgCl-Referenzelektrode und ein 
Platindraht als Gegenelektrode verwendet. Die Graphitelektrode wird vor der 
Messung mit 0,5 µm Aluminiumpaste und destilliertem Wasser poliert. Die Ag|AgCl-
Referenzelektrode wird mit 3 M Kaliumchloridlösung aufgefüllt und ihr Potential 
gegen eine Ag|AgCl-Glaselektrode abgeglichen. Alle Elektroden werden mit 
destilliertem Wasser abgespült und am Messgerät angeschlossen.   
 
8.12.2 Elektrochemische Regenerierung von NADPH 
Zur Untersuchung des Mediators werden 0,5 mmol·L-1 Lösungen in Puffer bzw. IL-
Puffermischung hergestellt und diese für 30 min mit Argon entgast.  
 
Die Proben werden mit unterschiedlichen Vorschubgeschwindigkeiten (9 mV·s-1, 
16 mV·s-1, 25 mV·s-1, 36 mV·s-1, 49 mV·s-1, 64 mV·s-1, 81 mV·s-1 und 100 mV·s-1) im 
Potentialbereich von - 200 mV bis - 1000 mV und wieder zu - 200 mV zurück 
vermessen. 
 
Anschließend werden 0,2 mmol·L-1 NADPH zugegeben, die Lösung kurz mit Argon 
entgast und danach mit einer  Vorschubgeschwindigkeit  von 9 mV·s-1 im gleichen 
Potentialbereich vermessen. Dieser Vorgang wird vier Mal wiederholt. 
 
8.12.3 Elektrochemische Regenerierung der D-AAO 
Zur Untersuchung des Mediators werden 0,5 mmol·L-1 Lösungen in Puffer bzw. IL-
Puffermischung hergestellt und diese für 30 min mit Argon entgast.  
 
Die Proben werden mit unterschiedlichen Vorschubgeschwindigkeiten (16 mV·s-1, 
25 mV·s-1, 36 mV·s-1, 49 mV·s-1, 64 mV·s-1, 81 mV·s-1, 100 mV·s-1 und 121 mV·s-1) im 
Potentialbereich von 0 mV bis + 600 mV und wieder zu 0 mV zurück vermessen. 
 
Anschließend werden 100 U D-AAO zugegeben, gelöst und mit einer 
Vorschubgeschwindigkeit von 16 mV·s-1 im gleichen Potentialbereich vermessen.  
 
 123 
Danach werden 2 mmol·L-1 DL-Methionin zugegeben und ebenfalls mit einer  
Vorschubgeschwindigkeit  von 9 mV·s-1 in diesem Potentialbereich vermessen. 
Dieser Vorgang wird vier Mal wiederholt. 
 
8.12.4 Elektrochemische Generierung von H2O2 
Um elektrochemische Nebenreaktionen des Substrates, des Produktes und des 
Enzyms auszuschließen, werden 0,4 mmol Thioanisol bzw. (R)-Phenylmethylsulfoxid 
oder 20 µL gekaufte CPO-Lösung in jeweils 20 mL Puffer bzw. IL-Puffermischung 
gelöst.  
 
Zur Untersuchung der H2O2-Generierung in Gegenwart der ionischen Flüssigkeiten 
werden außerdem noch von den jeweiligen IL-Puffermischungen 20 mL Proben 
benötigt. 
 
Vor der Messung werden die Proben für 30 min mit Argon bzw. mit Sauerstoff 
gespült um entweder die Entgasung der Lösung oder die Absättigung der Lösung mit 
Sauerstoff zu gewährleisten. 
 
Die Proben werden mit einer Vorschubgeschwindigkeit von 100 mV·s-1, im 
Potentialbereich von -1000 mV über +1000 mV und zu -1000 mV zurück vermessen. 
 
8.13 Analytikmethoden 
8.13.1 Analyse von Acetophenon und Phenylethanol 
Die Bestimmung von Umsatz und Enantiomerenüberschuss erfolgten 
gaschromatographisch mit einer Cyclodex β-1/P-Säule (50 m x 0,32 mm ID, 
Trägergas: Wasserstoff, 0,1 bar, 110 °C (5 min), 20  °C ·min-1 bis 140 °C (1 min), 
40 °C ·min-1 bis 180 °C (1 min)). Die wässrigen Proben wurden d irekt vermessen. 
 
Es ergeben sich folgende Retentionszeiten:  
 
Acetophenon (R)-Phenylethanol (S)-Phenylethanol 
O
 
OH
 
OH
 
6,2 min 7,4 min 7,7 min 
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8.13.2 Analyse von Methionin und α-Keto-γ-(methylthio)buttersäure 
Die Bestimmung von Umsatz und Enantiomerenüberschuss erfolgten mittels HPLC 
mit einer Crownpak CR (+)-Säule (15 cm x 4 mm ID, Fließmittel: Perchlorsäure pH 2, 
0,9 mL·min-1, 40 °C, Detektor: UV, 210 nm). 100 µL Probe wurden  mit 900 µL 
Perchlorsäure pH 2 angesäuert und anschließend analysiert.  
 
Es ergeben sich folgende Retentionszeiten:  
 
D-Methionin L-Methionin α-Keto-γ-(methylthio)- 
buttersäure 
HO
NH2
O
H S
 
HO
NH2
O
H S
 
HO
O
O
S
 
2,9 min 4,2 min 5,3 min 
 
8.13.3 Analyse von Thioanisol und Phenylmethylsulfoxid 
 
Die Bestimmung von Umsatz und Enantiomerenüberschuss erfolgten 
gaschromatographisch mit einer Lipodex E-Säule (25 m x 0,25 mm ID, Trägergas: 
Wasserstoff, 0,6 bar, 160 °C (10 min), 20 °C ·min-1 bis 180 °C (7 min)). 400 µL Probe 
wurden mit 150 µL Ethylacetat extrahiert und die organische Phase analysiert. 
 
Es ergeben sich folgende Retentionszeiten:  
 
Thioanisol (R)-Phenylmethylsulfoxid (S)-Phenylmethylsulfoxid 
S
 
S
O
 
S
O
 
1,8 min 4,6 min 6,5 min 
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8.14 Synthese des Mediators (2,2'-Bipyridin-κN1,κN1')chloro- 
[(1,2,3,4,5-η)-1,2,3,4,5-pentamethyl-2,4-cyclopentadien-1-yl]-
Rhodium(III) 
8.14.1 Synthese des Vorkomplex Di-µ-chloro-bis[(chloro)(pentamethylcyclo-
pentadienyl)rhodium(III)] 
Rh
ClCl
Cl
Rh
Cl
 
 
Ansatz: 
 
Hexamethyldewarbenzol  10 g  61 mmol 
Rhodiumtrichlorid-trihydrat 3,36 g  13 mmol 
Methanol    50 mL 
 
10 g Hexamethylbicyclo[2.2.0]-hexa-2,5-dien (Hexamethyldewarbenzol) werden in 
50 mL Methanol gelöst und zu 3,36 g Rhodiumtrichlorid-trihydrat gegeben. 
Anschließend wird die Mischung für 6 h bei 60 °C ge rührt und dann für ca. 2 h 
abgekühlt. Der entstehende Feststoff wird über eine Fritte abgesaugt und mit 
Diethylether gewaschen. Abschließend wird in Dichlormethan/Benzol (1:1) 
umkristallisiert. Es entstehen rotbraune Nadeln. 
 
Ausbeute:  2,28 g (3,7 mmol, 58 %) rotbraune Nadeln 
 
Summenformel:  C20H30Cl4Rh2 (618,08 g·mol-1) 
 
1H-NMR: (200 MHz, CDCl3): δ/ppm = 1.6 (s, 30 H, 2Cp*) 
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8.14.2 Synthese von (2,2'-Bipyridin-κN1,κN1')chloro[(1,2,3,4,5-η)-1,2,3,4,5-
pentamethyl-2,4-cyclopentadien-1-yl]-rhodium(III)-chlorid 
N N
Rh
Cl
+ Cl-
6
5
4 3
6'
5'
4'3'
 
Ansatz: 
 
[(Cp*RhCl2)2] 0,31 g  0,5 mmol 
2,2’-Bipyridin  0,19 g  1,2 mmol 
 
Der Rhodiumvorkomplex und das Bipyridin wurden in 10 mL Methanol gelöst und für 
30 min bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde die Lösung über Papier 
gefiltert und das Lösungsmittel unter Vakuum abgezogen. Der Rückstand wurde in 
wenigen mL Methanol gelöst und das Produkt durch Zugabe von Diethylether 
ausgefällt. Die orangenen Kristalle wurden abgefiltert, mit Diethylether gewaschen 
und abschließend getrocknet. 
 
Ausbeute:  442 mg (0,95 mmol, 95 %) orangene Kristalle 
 
Summenformel:  C20H23Cl2N2Rh (465,2 g·mol-1) 
 
1H-NMR: in CDCl3 δ/ppm: 1.67 (s, 15H, Cp*), 7.83 (dd, J = 7.8, 5.2 Hz, 2H, H55’), 8.18 
(dd, J = 7.8, 7.8 Hz, 2H, H44’), 8.85 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H33’), 8.93 (d, J = 5.2 Hz, 2H, 
H66’) 
 
8.15 Elektroenzymatische Synthesen im Satzreaktor 
8.15.1 Allgemeiner Aufbau des Satzreaktors 
Als Arbeitselektrode dient ein an einem zylindrischen Stahlgestell befestigtes 
Graphitvlies. Das Graphitvlies wird zunächst zur Reinigung in Methanol eingeweicht 
und für zehn Minuten im Ultraschallbad behandelt. Anschließend wird dieser Vorgang 
mit destilliertem Wasser wiederholt. Nach der Vorbehandlung wird das 
Kathodenmaterial mit Kunststoffklemmen an dem Stahlgestell fixiert und im 
Trockenschrank getrocknet. Vor der Synthese wird zusätzlich eine Ag|AgCl-
Elektrode, die als Referenz dient, am Stahlgestell befestigt. Als Gegenelektrode wird 
ein Platindraht in einem mit 10 mL Pufferlösung befüllten Dialysesack verwendet. Alle 
Elektroden werden in einem doppelwandigen Glasgefäß mit dem Potentiostaten 
verbunden. 
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8.15.2 Regenerierung von NADPH 
190 mL Reaktionsmedium (100 – 90 Vol% Puffer und entsprechend 0 – 10 Vol% 
[EMPY] [EtSO4]) werden in das Reaktionsgefäß gefüllt, mit Argon entgast und auf 
25 °C temperiert. Nach der Zugabe von 2,5 mmol ·L-1 NADP+ und 0,05 mmol·L-1 
Rhbpy wird die Reaktion durch Anlegen eines Potentials von - 750 mV vs. Ag|AgCl 
gestartet. Nach bestimmten Zeitabständen werden Proben entnommen und diese 
UV-spektroskopisch, wie unter 8.9.1 beschrieben, vermessen. 
 
8.15.3 Racematspaltung von DL-Methionin 
290 mL Reaktionsmedium (100 – 90 Vol% Puffer und entsprechend 0 – 10 Vol% 
[MMIM] [Me2PO4]) werden in das Reaktionsgefäß gefüllt, mit Argon entgast und auf 
25 °C temperiert. Nach der Zugabe von 0,5 mmol ·L-1 Ferrocencarbonsäure, 
20 mmol·L-1 DL-Methionin und 1 bzw. 0,5 UmL-1 D-AAO wird die Reaktion durch 
Anlegen eines Potentials von 350 mV vs. Ag|AgCl gestartet. Nach bestimmten 
Zeitabständen werden 100 µL Probe entnommen, diese mit 900 µL Perchlorsäure 
pH 2 angesäuert und mittels HPLC analysiert.  
 
8.15.4 Synthese von (R)-Phenylmethylsulfoxid 
290 mL Reaktionsmedium (98 Vol% Puffer und 2 Vol% der jeweiligen IL) werden in 
das Reaktionsgefäß gefüllt, mit Sauerstoff begast und auf 25 °C temperiert. Nach der 
Zugabe von 6 mmol Thioanisol und CPO wird die Reaktion durch Anlegen eines 
Potentials von - 650 mV vs. Ag|AgCl gestartet. Da das leichtflüchtige Thioanisol 
durch die Sauerstoffbegasung ausgetragen wird, werden alle 30 min 6 mm Substrat 
nachdosiert. Nach bestimmten Zeitabständen werden 400 µL Probe entnommen, mit 
150 µL Ethylacetat extrahiert und die organische Phase mittels GC analysiert. 
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9 Anhang  - Einführung in die cyclische Voltammetrie 
9.1 Grundlagen 
Der Begriff Voltammetrie ist ein aus Volt- und Amperometrie gebildetes Kunstwort. 
Gemeinsamkeit aller elektroanalytischer Methoden, die unter dem Begriff 
Voltammetrie zusammengefasst werden, ist die Messung von Strom-
Spannungskurven, mit deren Hilfe Informationen über die zu untersuchenden 
Verbindungen gewonnen werden. 
 
Durch die Messung von cyclischen Voltammogrammen ist es möglich qualitative 
Aussagen über den Mechanismus einer Reaktion zu treffen. Zusätzlich können in 
vielen Fällen kinetische und thermodynamische Eigenschaften, wie z.B. 
Geschwindigkeitskonstanten, Diffusionskoeffizienten oder Standardpotentiale, einer 
untersuchten Verbindung oder Reaktion ermittelt werden.  
 
In Abbildung 9-1 ist der experimentelle Aufbau für die Messung von cyclischen 
Voltammogrammen dargestellt: 
PC
Potentiostat
Referenz-
elektrode
Arbeitselektrode
Gegen-
elektrode
 
 
Abbildung  9-1: Experimenteller Aufbau zur Messung von cyclischen 
Voltammogrammen 
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Die Arbeitselektrode dient während der Messungen als Elektronenakzeptor oder –
donator, d.h. an ihrer Oberfläche laufen die zu untersuchenden Reaktionen ab. Die 
Arbeitelektrode besteht oft aus Materialien wie Gold, Platin, Quecksilber oder 
Glaskohlenstoff und besitzt eine definierte Oberfläche.  
  
Um die  Elektroneutralität der zu untersuchenden Lösung zu gewährleisten, müssen 
die Elektronen, die von der Arbeitselektrode dem Reaktionsgemisch zu- oder 
abgeführt werden, über den Stromkreislauf an anderer Stelle wieder ab- oder 
zugeführt werden. Zu diesem Zweck wir eine zweite Elektrode – die so genannte 
Gegenelektrode – eingesetzt. Der zwischen Arbeits- und Gegenelektrode fließende 
Strom wird gemessen.  
 
Da jedoch nicht die Spannung U zwischen den beiden Elektroden, sondern die 
Potentialdifferenz E an der Phasengrenze Arbeitselektrode/Lösung für die 
Messungen interessant ist, muss beachtet werden, dass es in der Lösung selbst – in 
Abhängigkeit des Widerstands R der Lösung und dem fließenden Strom I – zu einem 
Spannungsabfall kommt. Darüber hinaus muss noch, die zwischen der 
Gegenelektrode und der Lösung anliegende Spannung Ugegen, berücksichtigt werden, 
da diese nichts zu den Vorgängen an der Arbeitselektrode beiträgt. Fasst man diese 
verschiedenen Effekte zusammen, so gilt: 
gegenURiUE −⋅−=        Gleichung (18) 
Um einen konstanten Bezugspunkt für die Messungen zu haben, wird eine dritte 
Elektrode  benötigt, die vom Strom nicht durchflossen wird; die so genannte Bezugs-, 
Vergleichs- oder Referenzelektrode. Man spricht deshalb von einer Dreielektroden-
anordnung. Mit Hilfe dieser kann jetzt neben dem Strom zwischen Arbeits- und 
Gegenelektrode auch die Spannung zwischen Arbeits- und Referenzelektrode 
gemessen werden. Mögliche Referenzelektroden sind Silber-Silberchlorid-Elektroden 
oder verschiedenen Quecksilberelektroden, wobei letztere aufgrund ihrer Giftigkeit 
meist nur dann eingesetzt werden, wenn die Verwendung einer Silber-
Silberchloridelektrode nicht möglich ist. 
 
Der Potentiostat regelt die angelegte Spannung und sorgt dafür, dass kein Strom im 
Referenzelektrodenstromkreis fliest, während der Computer die Werte aufzeichnet 
und in eine zur Auswertung geeignete Form überführt.  
 
 131 
9.2 Messung und Auswertung eines cyclischen Voltammogramms 
Zur Messung eines cyclischen Voltammogramms wird zwischen Arbeits- und 
Referenzelektrode zunächst ein Potential angelegt, bei dem keine 
Elektrodenvorgänge ablaufen. Von diesem Startwert ausgehend wird das Potential 
mit konstanter Änderungsgeschwindigkeit (= Scanrate, Vorschubgeschwindigkeit) bis 
zu einem festgelegten Wert verändert und mit der gleichen Geschwindigkeit wieder 
zum Ausgangswert zurückgeführt. Dieser Zyklus kann mehrfach wiederholt werden. 
Trägt man den Potentialverlauf über die Zeit in einem Diagramm auf, ergibt sich der 
in Abbildung 9-2 dargestellte Kurvenverlauf. Aufgrund der Form des Potentialverlaufs 
wird die cyclische Voltammetrie auch Dreiecksspannungsmethode genannt.  
0
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0 25 50 75 100 125
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Erreicht man beim Potentialdurchlauf ein Potential, bei dem eine sich in der Lösung 
befindende Substanz A elektrochemisch zu B umgesetzt wird, verarmt die Lösung an 
der Elektrodenoberfläche an der Spezies A (siehe Abbildung 9-3 A). Da es sich bei 
der cyclischen Voltammetrie um eine stationäre Methode handelt (die Lösung wird 
während der Messung nicht gerührt oder auf eine andere Art mechanisch 
durchmischt), bildet sich ein Konzentrationsgefälle (siehe Abbildung 9-3 B). 
Abbildung  9-2: Potentialverlauf als Funktion der Zeit  
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Mit steigendem Potential wird immer mehr A zu B umgesetzt. Die Konzentration von 
A nimmt entsprechend der Nernst-Gleichung (Gleichung 19) ab, bis kein A mehr in 
der Lösung vorhanden ist. 
B
A0
c
cln
Fn
TREE ⋅





⋅
⋅
+=       Gleichung (19) 
E0 = Normalpotential 
R = allgemeine Gaskonstante 
T = Temperatur 
n = Anzahl der übertragenen Elektronen 
F = Faraday-Konstante 
cA = Konzentration der oxidierten Spezies 
cB = Konzentration der reduzierten Spezies 
 
Gleichzeitig ändert sich die Dicke der Diffusionsschicht in der ruhenden Lösung 
(siehe Abbildung 9-3 B, besonders die Kurven t3 und t4) und wirkt so der Erhöhung 
des Konzentrationsgefälles entgegen, was wiederum den Anstieg des fließenden 
Stroms bremst. 
 
Die an der Elektrodenoberfläche ablaufenden Prozesse können mit Hilfe der 
Fickschen Gesetze (Gleichung 20 und 21) erklärt werden. 
Abbildung  9-3: Vorgänge an der Elektrodenoberfläche am Beispiel einer 
Oxidationsreaktion 
A) Elektrochemische Oxidation von A zu B  
B) Konzentrationsveränderung mit der Zeit 
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x
cDJ 0 ∂
∂
−=         Gleichung (20) 
2
2
x
cD
t
c
∂
∂
=
∂
∂
        Gleichung (21) 
Löst man die Fickschen Gesetze entsprechend der, bei der Messung von cyclischen 
Voltammogrammen vorliegenden Bedingungen und korreliert diese mit dem Strom, 
erhält man die Cottrell Gleichung: 
t
DcAFnI
⋅pi
⋅⋅⋅
=        Gleichung (22) 
n = Anzahl der übertragenen Elektronen 
F = Faraday-Konstante 
A = Fläche 
c = Konzentration 
D = Diffusionskoeffizient 
t = Zeit 
 
Den Zusammenhang zwischen Strom und Vorschubgeschwindigkeit gibt die 
Randles-Sevčik-Gleichung wieder:  
vDcAFn
TR
Fn45,0I ⋅⋅⋅⋅⋅⋅
⋅
⋅
⋅=   (allgemeine Form) Gleichung (23) 
vDcAn1069,2I 2
3
5
⋅⋅⋅⋅⋅⋅=      für T = 25 °C  Gleichung (5) 
I = Strom 
n = Anzahl der übertragenen Elektronen 
F = Faraday-Konstante 
R = allgemeine Gaskonstante 
T = Temperatur 
A = Fläche der Elektrode 
c = Konzentration 
D = Diffusionskoeffizient 
v = Vorschubgeschwindigkeit 
 
Misst man den durch die Potentialveränderung bewirkten Strom und stellt diesen in 
einem Diagramm dem angelegten Potential gegenüber, ergibt sich je nach den in der 
Lösung ablaufenden Reaktionen ein charakteristisches Voltammogramm. Zu ihrer 
Interpretation können die folgenden Kriterien herangezogen werden: 
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Formalpotential der Reaktion: 
2
EE
E
red
p
ox
p0 +
=        Gleichung (24) 
Peakpotentialdifferenz: 
red
p
ox
pp EEE −=∆  Gleichung (25) 
Peakstromverhältnis: 
ox
p
red
p
I
I
   Gleichung (26) -0,6
-0,2
0,2
0,6
1,0
0 100 200 300 400 500 600
Potential 
St
ro
m
EpoxEpred
Ipred
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In Tabelle 9-1 sind CVs für die wichtigsten Reaktionsmechanismen 
zusammengestellt. 
Reaktion Cyclisches Voltammogramm 
Reversibler Elektronentransfer: 
−→
← + eBA
 
Symmetrisches CV, es gilt:  
mV
n
59EEE redpoxpp =−=∆  
1
I
I
ox
p
red
p
=  
-0,6
-0,2
0,2
0,6
1,0
0 100 200 300 400 500 600
Potential 
St
ro
m
 
Irreversibler Elektronentransfer: 
−+→ eBA  
Kein Peak beim Potentialrücklauf 
-0,2
0,1
0,4
0,7
1,0
0 100 200 300 400 500 600
Potential 
St
ro
m
 
 
Tabelle  9-1: CVs verschiedener Reaktionsmechanismen 
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Reaktion Cyclisches Voltammogramm 
Quasireversibler Elektronentransfer: 
−→
← + eBA
 
Der fließende Strom wird durch Ladungs- und 
Massentransfer beeinflusst. 
mV
n
59EEE redpoxpp >−=∆    und ändert sich mit 
der Vorschubgeschwindigkeit. 
-0,6
-0,2
0,2
0,6
1,0
0 100 200 300 400 500 600
Potential 
St
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Elektrochemische Reaktion mit nachfolgender 
chemischer Reaktion: EC-Mechanismus 
−→
← + eBA  
CB →  
Bei niedrigen Vorschubgeschwindigkeiten 
dominiert die nachfolgende chemische 
Reaktion. Mit steigender Vorschubgeschwindig-
keit läuft die elektrochemische Reaktion früher 
ab. Weniger Substanz B kann zu C umgesetzt 
werden, bevor die elektrochemische 
Rückreaktion von B zu A einsetzt.  
1
I
I
ox
p
red
p ≥  
Steigt mit der 
Vorschub-
geschwindigkeit
-0,6
-0,2
0,2
0,6
1,0
0 100 200 300 400 500 600
Potential 
St
ro
m
 
Elektrochemische Reaktion mit nachfolgender 
chemischer Reaktion: ECcat-Mechanismus 
−→
← + eBA  
ACB →+  
Mit steigender Konzentration an Substanz C 
wird mehr B wieder zu A umgesetzt und kann 
in einer Folgereaktion elektrochemisch zu B 
reagieren. Ein solches Verhalten nennt man 
„katalytischen Effekt“. 
1
I
I
ox
p
red
p
>>  
Steigt mit der 
Konzentration 
an C
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-0,2
0,2
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